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ТЕМА НОМЕРА

Стандартизация 
и контроль качества 
биологических 
лекарственных препаратов



Уважаемые коллеги!

29 августа 1918 года в книге контроля вакцин Цен-
тральной контрольной станции сывороток и вакцин 
была сделана первая запись о проконтролированном 
препарате. Объектом контроля стали вакцины против 
кишечных инфекций. С этого времени начинается ис-
тория профессионального контроля медицинских им-
мунобиологических препаратов в России.

Более чем 100-летняя система и практика контроля 
качества биологических лекарственных препаратов 
находит отражение в данном тематическом выпуске 
журнала «БИОпрепараты. Профилактика, диагности-
ка, лечение». Представленные в журнале статьи ка-
саются различных направлений прикладных научных 
исследований в области стандартизации и контроля 
качества биологических лекарственных препаратов — 
разработки и аттестации фармакопейных стандарт-
ных образцов, анализа существующих методов и ме-
тодик контроля, поиска и разработки альтернативных 
методов контроля качества с использованием совре-
менного высокотехнологичного оборудования. 

Обеспечение высокого качества биологических лекарственных средств 
во многом зависит от применения стандартных образцов. В этом аспекте пред-
ставлено исследование по разработке и аттестации фармакопейного стан-
дартного образца для оценки специфической активности рекомбинантного 
интерферона α-2b, который из-за отсутствия международного стандарта может 
рассматриваться как первичный отечественный стандартный образец. На осно-
ве анализа международных и отечественных требований к стандартным об-
разцам разработаны рекомендации по формированию материалов раздела 
по стандартным образцам в регистрационных досье на биологические лекар-
ственные препараты (методики, валидационные характеристики методик, уста-
новление значений аттестованных характеристик стандартного образца, ста-
бильность и др.). Проведение подобных исследований в современных условиях 
логистических ограничений и политико-экономических санкций, безусловно, 
будет способствовать развитию независимой от импортозамещения системы 
стандартизации — создания национального банка первичных фармакопейных 
стандартных образцов. 

Обеспечение эффективного контроля качества лекарственных средств осно-
вывается также на внедрении в практику новых и усовершенствованных инстру-
ментальных методов исследований, таких как метод масс-спектрометрии, уни-
фицированная методика иммуноферментного анализа и др. Статьи на эту тему 
также опубликованы в данном выпуске журнала. 

Все статьи данного номера представляют несомненный научный интерес 
и будут способствовать совершенствованию системы стандартизации и контро-
ля качества биологических лекарственных средств.

С уважением,
доктор медицинских наук, профессор

МОВСЕСЯНЦ Арташес Авакович 
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Требования к материалам раздела 
по стандартным образцам,  
представляемым в досье  
на биологические лекарственные средства
Р.А. Волкова , О.В. Фадейкина, О.Б. Устинникова, К.А. Саркисян,  
А.А. Мовсесянц, В.А. Меркулов, В.В. Косенко

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

 Волкова Рауза Асхатовна; Volkova@expmed.ru

РЕЗЮМЕ	 АКТУАЛЬНОСТЬ. Применение стандартного образца (СО), аттестованного в установлен-
ном порядке, является необходимым элементом стандартизации методики и обеспечива-
ет возможность получения сопоставимых результатов при оценке показателей качества 
лекарственных средств в различных лабораториях, что важно при контроле качества 
биологических лекарственных средств (БЛС). При государственной регистрации лекар-
ственного средства предусмотрено предоставление сведений о СО, однако конкретные 
требования к данному разделу досье отсутствуют, что обусловливает актуальность их раз-
работки для дальнейшего включения в соответствующее руководство.
ЦЕЛЬ.  Разработка требований к материалам раздела «Стандартные образцы» в досье 
на биологические лекарственные средства при их регистрации.
ОБСУЖДЕНИЕ. Проведен анализ международной (документы Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ) и Евразийского экономического союза) и российской норматив-
ной правовой базы для СО БЛС, документов Международной организации по стандар-
тизации (ISO) и Росстандарта, а также опыта аттестации и применения СО для контроля 
качества БЛС в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России. Рассмотрены особенности аттестации 
СО для БЛС с учетом различий методик измерений и методик испытания. Сформулиро-
ваны основные требования к формированию материалов раздела по СО в досье на БЛС. 
Методики, использующиеся для аттестации СО (методики испытания), должны быть опи-
саны в соответствии с требованиями к написанию стандартной операционной процедуры; 
необходимые валидационные характеристики методики должны быть установлены в аде-
кватных валидационных исследованиях. Сформулированы требования к аттестации пер-
вичных СО для подтверждения структуры рекомбинантных белков новых БЛС. Установле-
ние значений аттестованных характеристик и критических показателей качества должно 
проводиться для СО, технология производства которого описана и соответствует рекомен-
дациям ВОЗ или требованиям надлежащей производственной практики (GMP). Основные 
этапы аттестации являются общими для всех видов СО. Исследования стабильности СО 
для установления срока годности должны проводиться методом естественного старения. 
Ускоренные испытания стабильности могут быть полезны для изучения механизма дегра-
дации и влияния кратковременных отклонений от регламентированных условий хранения. 
В соответствии с рекомендациями ВОЗ должны быть установлены изменения в отношении 
СО, которые требуют одобрения регуляторным органом.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Систематизированы требования к формированию материалов раздела 
по стандартным образцам в досье на биологические лекарственные средства для под-
готовки соответствующего руководства. Разработка этих требований обеспечит единый 
подход заявителей, разработчиков лекарственных средств и экспертов уполномоченно-
го органа к подготовке, аттестации, оформлению документов на стандартные образцы 
и ускорит их рассмотрение при регистрации.

© Р.А. Волкова, О.В. Фадейкина, О.Б. Устинникова, К.А. Саркисян, А.А. Мовсесянц, В.А. Меркулов, В.В. Косенко, 2024
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Requirements for the information  
on reference standards submitted  
in the dossier for biologicals
Rauza A. Volkova , Olga V. Fadeikina, Olga B. Ustinnikova, Karine A. Sarkisyan, 
Artashes A. Movsesyants, Vadim A. Merkulov, Valentina V. Kosenko

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

 Rauza A. Volkova; Volkova@expmed.ru

ABSTRACT	 SCIENTIFIC RELEVANCE. The use of appropriately certified reference standards (RSs) is a nec
essary element of analytical procedure standardisation that ensures comparability of results 
across different laboratories assessing the quality of medicines, which is important for the 
quality control of biologicals. Marketing authorisation involves providing information on RSs, 
but no specific requirements are given for the relevant section of the dossier. Therefore, it is 
necessary to develop the requirements for the appropriate guidelines.
AIM. This study aimed to develop specific requirements for the materials that should be in-
cluded in the Reference Standards section of the dossier for a biological product.
DISCUSSION. The authors analysed national and international regulatory frameworks govern-
ing RSs for biologicals, including documents by the World Health Organisation (WHO), the 
Eurasian Economic Union, the International Organisation for Standardisation (ISO), and the 
Russian Federal Agency for Technical Regulation and Metrology. Additionally, the authors ana-
lysed the experience of RS certification and use at the Scientific Centre for Expert Evaluation of 
Medicinal Products. This article covers specific aspects of biological RS certification, consider-
ing the differences between measurement techniques and analytical procedures. The authors 
formulated the key requirements for the documents submitted in the dossier section on RSs for 
biologicals (biological reference materials). The methods (analytical procedures) used for RS 
certification should be described in accordance with the requirements for standard operating 
procedures. Adequate validation studies should establish the necessary validation character-
istics of these analytical procedures. Additionally, this article presents the requirements de-
veloped to certify primary RSs for structure confirmation of proteins in novel biologicals. The 
values of certified characteristics and critical quality indicators should be established, and the 
RS production technology should be described and in compliance with WHO recommendations 
and/or Good Manufacturing Practice (GMP) standards. The basic certification stages are com-
mon to all types of RSs. The RS shelf life should be established in real-time stability studies, 
whereas accelerated stability testing may be useful for studying degradation mechanisms and 

Volkova R.A., Fadeikina O.V., Ustinnikova O.B., Sarkisyan K.A., Movsesyants A.A., Merku-
lov V.A., Kosenko V.V. Requirements for the information on reference 
standards submitted in the dossier for biologicals
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the effects of short-term deviations from the specified storage conditions. In accordance with 
WHO recommendations, the Reference Standards section of the registration dossier should 
specify changes to the RS that require regulatory approval.
CONCLUSIONS. The authors believe that the requirements for the materials in the Reference 
Standards section of the dossier for a biological product, as systematised in this study for in-
clusion in the relevant guidelines, will provide a unified approach to RS development, certifica-
tion, and documentation for applicants, developers, and competent authority experts and will 
streamline RS consideration during marketing authorisation.

Keywords: 	 biologicals; reference standard; in-house reference standard; biological reference materials; 
quality control; dossiers for biologicals; certification of reference standards; certified value; 
expanded uncertainty; stability of reference standards

For citation: 	 Volkova R.A., Fadeikina O.V., Ustinnikova O.B., Sarkisyan K.A., Movsesyants A.A., Merkulov V.A., 
Kosenko V.V. Requirements for the information on reference standards submitted in the 
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Введение
В общих фармакопейных статьях (ОФС) 

«Стандартные образцы» согласно Государ
ственной фармакопее Российской Федерации 
(ГФ  РФ)1 и Фармакопее Евразийского эконо-
мического союза (ЕАЭС)2 приведены общие 
требования к стандартным образцам (СО) 
и их классификация по разным признакам, 
в том числе по природе вещества. В соответ-
ствии с ОФС.2.3.11.03 различают первичные 
и вторичные СО: «первичный стандартный обра-
зец — стандартный образец, обладающий необ-
ходимыми свойствами для предполагаемого 
использования, установленными без сравнения 
с существующими стандартными образцами», 
«вторичный стандартный образец  — стандарт-
ный образец со значением свойства, установ-
ленным путем сравнения с первичным стандарт-
ным образцом».

При контроле качества биологических лекар-
ственных средств (БЛС) стандартные образцы 
(далее — биологические СО) занимают ключевое 
место [1–4]. Рекомендации по разработке, изго-
товлению, утверждению, обращению биологи-
ческих СО изложены в руководствах Всемирной 
организации здравоохранения (ВОЗ)4.

Применение СО, аттестованного в уста-
новленном порядке, является необходимым 
элементом стандартизации методики и обес-
печивает возможность получения сопостави-
мых результатов при оценке качества лекар-
ственных средств в различных лабораториях, 
что имеет важное значение при контроле каче-
ства БЛС [5–15].

Обязательное использование СО преду-
смотрено международными документа-
ми в области обращения лекарственных 
средств5, а также гармонизированными с ними 

1	 ОФС.1.1.0007 Стандартные образцы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
2	 ОФС.2.3.11.0 Стандартные образцы. Фармакопея Евразийского экономического союза. Т. 1. Ч. 2. М.; 2023.
3	 Там же.
4	 Recommendations for the preparation, characterization, and establishment of international and other biological reference 

standards. Annex 2. TRS No. 932. WHO; 2006.
	 WHO manual for the establishment of national and other secondary standards for vaccines. WHO/IVB/11/03. WHO; 2011.
5	 Guidelines on stability evaluation of vaccines. Annex 3. TRS No. 962. WHO; 2011.
	 Guidelines on the quality, safety and efficacy of biotherapeutic protein products prepared by recombinant DNA technology. 

Annex 4. TRS No. 987. WHO; 2014.
	 Guidelines on procedures and data requirements for changes to approved vaccines. Annex 4. TRS No. 993. WHO; 2015.
	 WHO good manufacturing practices for biological products. Annex 2. TRS No. 999. WHO; 2016.
	 Guidelines on procedures and data requirements for changes to approved biotherapeutic products. Annex 3. TRS No. 1011. 

WHO; 2017.
	 ICH Q5C Guideline for industry. Quality of biotechnological products: Stability testing of biotechnological/biological products.
	 ICH Q5E Comparability of biotechnological/biological products subject to changes in their manufacturing process; 2005.
	 ICH Q6B Specifications: test procedures and acceptance criteria for biotechnological/biological products.
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документами ЕАЭС6 и ГФ РФ7. В указанных доку-
ментах отражены общие положения в отноше-
нии СО для контроля БЛС.

Подходы к порядку оценки значения атте-
стуемой характеристики СО, в том числе в от-
ношении использования статистических мето-
дов, изложены в документах Международной 
организации по стандартизации (International 
Organisation for Standardisation, ISO, ИСО)  — 
ISO Guide 30, ISO Guide 31, ISO Guide 33, 
ISO  Guide 34, ISO Guide 35. За последнее де-
сятилетие документы ISO были доработаны: 
ISO  Guide 30, ISO Guide 31, ISO Guide 33 об-
новлены в 2015 г.8, ISO Guide 35 существенно 
переработан в 2017 г.9 (добавлены аспекты ат-
тестации СО в одной лаборатории с одной ме-
тодикой и в нескольких лабораториях с разны-
ми методиками [16]), а ISO Guide  34 был 
переработан в международный стандарт 
ISO  17034:201610 с учетом требований систе-
мы менеджмента качества, в который, по-
мимо общих требований к компетентности 
производителей СО, включены требования 
к содержанию паспортов и этикеток, к оценке 
однородности, стабильности и оценке рисков 
[17]. Отечественная нормативно-методологи-
ческая база Государственной системы обес-
печения единства измерений в настоящее 
время в основном гармонизирована с доку-
ментами ISO по СО (за исключением ISO Guide 
35:2017) прежде всего в отношении ряда тер-
минов (в  том числе понятий неопределенно-
сти и прослеживаемости): приняты межго-
сударственные стандарты11 (ГОСТ ISO Guide 
30-2019, ГОСТ ISO Guide 31-2019, ГОСТ ISO 
Guide 33-2019) и российские стандарты12 (ГОСТ 
Р ИСО 17034-2021). В Российской Федерации 
также приняты стандарты, отражающие 

специфику отечественной метрологической 
базы, но не имеющие международных анало-
гов13: ГОСТ 8.315-2019, ГОСТ Р 8.871-2014 и не-
которые другие [18, 19].

Необходимо отметить отличие российской 
нормативной правовой базы от международ-
ной: в России действует Государственная систе-
ма обеспечения единства измерений, которая 
предусматривает использование государствен-
ных стандартных образцов утвержденного типа 
(ГСО) для передачи единиц измерения в едини-
цах системы СИ и, соответственно, наличие по-
верочных схем для соответствующего измери-
тельного оборудования.

Однако следует отметить, что переносить си-
стему передачи единиц измерения в единицах 
системы СИ, для которой имеются первичные 
эталоны, на другие области не всегда коррект-
но. В частности, это касается области обраще-
ния лекарственных средств, в которой все этапы 
жизненного цикла лекарственных препаратов 
(от разработки до коммерческого выпуска, при-
менения и утилизации) регламентированы соб-
ственными нормативными документами, в том 
числе международными. Для контроля качества 
лекарственных средств используются валидиро-
ванные фармакопейные методики или методики 
предприятия, которые, как правило, нельзя от-
нести к методикам измерения. Это, по существу, 
методики испытания или даже «методы научно-
го познания» [20]. Однако для отдельных видов 
лекарственных средств, например для имеющих 
химическое происхождение, рассматривается 
возможность применения не только фармако-
пейных СО, но и ГСО [20–23]. По мнению ав-
торов данной статьи, при использовании ГСО, 
в области применения которых указаны здра-
воохранение и фармацевтика без необходимой 

6	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 77 «Об утверждении Правил надлежащей производственной практики Евразий-
ского экономического союза».

	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 78 «Об утверждении Правил регистрации и экспертизы лекарственных средств 
для медицинского применения».

	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил проведения исследований биологических лекар-
ственных средств Евразийского экономического союза».

	 ОФС.2.3.11.0 Стандартные образцы. Фармакопея Евразийского экономического союза. Т. 1. Ч. 2. М.; 2023.
7	 ОФС.1.1.0007 Стандартные образцы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
8	 ISO Guide 30:2015. Reference materials — Selected terms and definitions.
	 ISO Guide 31:2015. Reference materials — Contents of certificates, labels and accompanying documentation.
	 ISO Guide 33:2015. Reference materials — Good practice in using reference materials.
9	 ISO Guide 35:2017. Reference materials — Guidance for characterization and assessment of homogeneity and stability.
10	 ISO 17034:2016 General requirements for the competence of reference material producers.
11	 ГОСТ ISO Guide 30-2019. Межгосударственный стандарт. Стандартные образцы. Некоторые термины и определения.
	 ГОСТ ISO Guide 31-2019. Содержание сертификатов, этикеток и сопроводительной документации.
	 ГОСТ ISO Guide 33-2019. Надлежащая практика применения стандартных образцов.
12	 ГОСТ Р ИСО 17034-2021. Общие требования к компетентности производителей стандартных образцов.
13	 ГОСТ 8.315-2019. Государственная система обеспечения единства измерений. Стандартные образцы состава и свойств 

веществ и материалов. Основные положения.
	 ГОСТ Р 8.871-2014. Стандартные образцы предприятий и отраслей. Общие требования.
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детализации и указания конкретных методик, 
может существовать ошибочное понимание 
в отношении возможности их использования 
без соответствующего обоснования.

При государственной регистрации лекар-
ственного средства предусмотрено предостав-
ление сведений о СО. Общие положения о СО 
изложены в международных и российских нор-
мативных документах, но отсутствие конкрет-
ных требований к данному разделу досье БЛС 
обусловливает актуальность работы по их фор-
мулированию с учетом имеющейся норматив-
ной правовой базы.

Цель работы — разработка требований к ма-
териалам раздела «Стандартные образцы» в до-
сье на БЛС при их регистрации.

Особенности аттестации стандартных 
образцов для контроля качества 
биологических лекарственных средств

Процедура аттестации СО для контроля 
качества БЛС характеризуется следующими 
особенностями:  для аттестации СО, как пра-
вило, применяют ту же методику, для кото-
рой предусмотрено применение данного СО, 
что определяет зависимость значения аттесту-
емой характеристики СО и его неопределен-
ности от использующейся методики испыта-
ний, которую не следует называть методикой 
измерения [4].

Термин «методика измерения» не может 
быть распространен на все методики, в том 
числе методики испытаний, каковыми являют-
ся большинство фармакопейных методик, ис-
пользующихся для контроля качества БЛС [1, 3, 
4]. В случае методик измерения СО являются 
средством передачи единицы измерения, вы-
раженной в единицах системы СИ, при этом 
возможна оценка как систематической, так 
и случайной составляющих погрешности изме-
рения. Для методик испытаний следует гово-
рить не о погрешности, а о неопределенности 
методики. В этом случае средством передачи 
единицы измерения становится комплекс ме-
тодики с используемым СО, а сам термин «еди-
ница измерения» оказывается условным, так 
как, в сущности, передается единица некой ве-
личины  — например содержание какого-либо 
компонента, установленное определенным 

методом, или специфическая активность 
в принятых условных единицах, различающих-
ся для разных методик и объектов испытания. 
Для методик испытаний раздельное определе-
ние систематической и случайной составляю-
щих погрешности невозможно, также невоз- 
можно оценить вклад от неоднородности и не-
стабильности материала СО, а следовательно, 
невозможно и использование предусмотрен-
ного алгоритма расчета погрешности без вы-
нужденных допущений [4]. Поэтому принципи-
ально важным является не только подробное 
описание всех этапов методики испытания 
(приготовление растворов реактивов, подготов-
ка пробы, проведение испытаний, оценка ре-
зультатов и необходимых расчетов, представле-
ние результатов) в соответствии с требованиями 
к написанию стандартной операционной проце-
дуры, но и проведение адекватных валидаци-
онных исследований для оценки правильности 
и прецизионности методики согласно докумен-
там ЕАЭС14, в том числе с учетом обновленно-
го документа ICH Q2(R2)15 и нового документа 
ICH Q1416, посвященного разработке аналитиче-
ских процедур.

Специфическая активность является одним 
из важнейших показателей качества БЛС и од-
ной из основных характеристик СО для контро-
ля качества БЛС, при определении которой ча-
сто используют методики с применением живых 
бактерий, вирусов, клеточных культур или жи-
вотных. Большое количество влияющих факто-
ров обусловливает вариабельность результа-
тов аналитической методики, применяющейся 
для оценки качества БЛС, в силу чего неопреде-
ленность таких методик может быть более 20%. 
Поэтому для принятия корректных решений 
как при оценке результатов контроля качества, 
так и при аттестации и применении СО, а также 
при анализе рисков важна объективная оценка 
валидационных характеристик методик испы-
таний и, соответственно, их неопределенности, 
особенно методик определения показателей, 
связанных с эффективностью и безопасностью 
БЛС [1, 4, 24].

Работы по производству, аттестации, обраще-
нию и применению СО должны проводиться 
в соответствии с требованиями системы управ-
ления качеством17.

14	 ОФС.2.3.14.0. Валидация аналитических методик. Фармакопея Евразийского экономического союза. Т. 1. Ч. 2. М.; 2023.
	 Руководство по валидации аналитических методик проведения испытаний лекарственных средств. ЕАЭС; 2018.
15	 ICH Q2 (R2) Validation of analytical procedures; 2023.
16	 ICH Q14 Guideline on аnalytical procedures development; 2023.
17	 ГОСТ Р ИСО 17034–2021. Общие требования к компетентности производителей стандартных образцов.
	 ГОСТ ISO/IEC 17025-2019. Межгосударственный стандарт. Общие требования к компетентности испытательных и калиб-

ровочных лабораторий.
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Аттестация стандартных образцов 
для подтверждения подлинности 
структуры рекомбинантных 
терапевтических белков

Отличительной особенностью биотехнологи-
ческих лекарственных средств, представляю-
щих собой рекомбинантные белки, является 
необходимость подтверждения их подлинности 
не только на уровне специфической биологиче-
ской активности, но и на уровне структуры моле-
кулы действующего вещества. Методики оценки 
подлинности БЛС требуют сравнения с СО и яв-
ляются качественными по своей сути. Тем не ме-
нее для подтверждения подлинности структуры 
рекомбинантного белка каждой серии продук-
та требуется применение метода пептидного 
картирования с УФ-ВЭЖХ детектированием 
продуктов ферментативного гидролиза белка, 
а для гликозилированных продуктов  — метода 
картирования гликанов (определения профиля 
гликанов) с флуоресцентным ВЭЖХ детектиро-
ванием ферментативно отщепленных, меченых 
гликанов18 с установлением соотношения опре-
деляемых компонентов в сравнении с СО.

Для новых БЛС, как правило, отсутствуют 
международные или фармакопейные СО, в связи 
с чем актуальна разработка первичных СО, учи-
тывающая посттрансляционные модификации 
белковой молекулы или профиль направленной 
модификации белка, например конъюгирования, 
которые индивидуальны для каждого продукта. 
При этом важна максимально полная характе-
ристика СО для обеспечения объективности 
оценки подлинности и чистоты терапевтическо-
го белка [12].

Для испытаний используются различные вы-
сокотехнологичные физико-химические методы 
исследования: ядерный магнитный резонанс, 
анализ пептидных фрагментов после гидролиза 
с помощью ВЭЖХ, в том числе с масс-спектро-
метрическим детектированием, и другие19.

Процедура разработки первичных СО 
для оценки подлинности структуры молеку-
лы рекомбинантного терапевтического белка 
должна включать:

–– обоснование выбора материала, формы 
выпуска (объем розлива, концентрация белка, 
значение рН, наличие или отсутствие стаби-
лизатора) и физического состояния — заморо-
женный раствор/лиофилизат;

–– обоснование набора показателей качества 
в спецификации, которая должна включать 

в себя не только показатели качества на актив-
ную фармацевтическую субстанцию, но и ха-
рактеристику структуры действующего веще-
ства, установленную при разработке БЛС [12].
Необходимо отметить, что на фоне расшире-

ния производства рекомбинантных белков и мо-
ноклональных антител в последнее десятилетие 
в Российской Федерации быстрыми темпами 
разрабатывается новая группа иммунобиологи-
ческих препаратов — вакцин на основе модифи-
цированных вирусных векторов. Определение 
подлинности препаратов данной группы поми-
мо оценки специфической активности требует 
подтверждения подлинности в сравнении с СО, 
которым является модифицированный вирус 
и для которого должна быть установлена нуклео-
тидная последовательность. Ранее прямое под-
тверждение нуклеотидной последовательности 
требовалось для экспрессирующей конструк-
ции, вектора и продуцента рекомбинантного 
белка при разработке препарата и создании 
банков вектора и штамма-продуцента. Оценку 
нуклеотидной последовательности можно от-
нести к качественному показателю. В работе 
В.В. Морозовой и соавт. [20] освещена проблема 
обеспечения метрологической прослеживае-
мости результатов исследований качественных 
свойств биологических субстанций, поскольку 
соответствующие эталоны и ГСО отсутствуют, 
а специалисты Государственной службы стан-
дартных образцов считают необходимым обес-
печить ими любые испытания. В статье упомя-
нуты восемь ГСО биологических субстанций, 
для двух их них (СО фрагмента митохондриаль-
ной ДНК человека и инактивированного штамма 
«ГК2020/1» коронавируса SARS-CoV‑2) авторы 
предложили методы установления показателя 
«последовательность нуклеотидов нуклеиновых 
кислот» в качестве дополнительных аттестован-
ных характеристик. При этом, подчеркивая раз-
личия между процессом измерений и процессом 
исследований качественных свойств, авторы 
считают перспективным продолжение иссле-
дований в направлении разработки концепции 
оценки прослеживаемости для СО качественных 
свойств [20], несмотря на то что международное 
сообщество склоняется для данного вида мето-
дов к оценке вероятности правильного опреде-
ления нуклеотидной последовательности.

На основе материалов, описанных авторами 
в данной работе и в более ранних публикаци-
ях [1, 3, 4, 24], показано, что между методами 

18	 1055 Biotechnology-derived articles — peptide mapping. United States Pharmacopeia. USP–NF 2023. Rockville, MD; 2023.
	 01/2011(11.0):20259. Glycan analysis of glycoproteins. European Pharmacopoeia. 11 ed. Strasbourg; 2023.
19	 Guidance on the description of composition of pegylated (conjugated) proteins in the SPC (EMEA/CMP/BWP/3068/03). EMEA; 2003.
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измерения и любыми методами испытания (ме-
тодами для контроля качества БЛС) существуют 
различия. По нашему мнению, актуальной яв-
ляется задача разработки теории, требований 
и практики применения в российской метроло-
гии инструментов оценки правильности и преци-
зионности методик испытаний при проведении 
валидационных исследований, а не обеспече-
ния прослеживаемости результатов исследова-
ний качественных свойств.

Установление значений аттестуемых 
характеристик и критических 
показателей качества

Установление значений аттестуемых ха-
рактеристик и критических показателей каче-
ства должно проводиться для СО, технология 
производства которого описана и соответству-
ет рекомендациям ВОЗ или требованиям над-
лежащей производственной практики (Good 
Manufacturing Practices, GMP). В руководстве 
ВОЗ20 даны общие требования к оборудова-
нию, средствам измерений, используемым 
при производстве СО, однородности мате-
риала СО, качеству стекла ампул и флаконов, 
требованиям к консервантам и наполнителям, 
а также к параметрам процесса лиофилиза-
ции и запайки ампул. Технологический процесс 
получения СО при необходимости может от-
личаться от технологического процесса полу-
чения БЛС наличием дополнительных стадий 
очистки или требований при отборе материала. 
Операции по производству стандартного (ре-
ферентного) материала необходимо выполнять 
в соответствии с требованиями GMP и системой 
качества, принятой на производстве.

Основными этапами аттестации всех видов 
СО для контроля БЛС согласно международным 
документам и документам ЕАЭС являются:

–– выбор материала СО, формы выпуска, мето-
дов оценки качества и аттестации;

–– установление значения аттестуемой характе-
ристики и границ его неопределенности (если 
применимо);

–– исследование стабильности и установление 
срока годности, определение оптимальных 
условий хранения и транспортирования;

–– разработка и утверждение документации 

на СО (паспорт, инструкция по применению, 
макет упаковки) в соответствии с системой ка-
чества, принятой на предприятии.
Биологическая активность БЛС, как правило, 

выражается или в условных единицах — МЕ/мл 
при наличии международных СО, или (при их 
отсутствии) в других обоснованных единицах 
(БОЕ/мл, КОЕ/мл, LD50, ТЦД50 и др.), связанных 
с механизмом действия биологического препа-
рата [5, 10].

Для характеристики и аттестации любого 
СО необходимо использовать валидированные 
методики21. Эти же методики, как правило, при-
меняются для оценки соответствующих пока-
зателей качества БЛС. Материалы по изучению 
или подтверждению валидационных характе-
ристик методик должны включать все первич-
ные данные и быть оформлены в соответствии 
с системой качества, принятой на предприятии, 
а также должны быть доступны для экспертизы 
при регистрации.

Аттестацию проводят с использованием со-
ответствующих международных или фармако-
пейных СО при их наличии. При их отсутствии, 
что характерно для новых лекарственных 
средств, международными требованиями 
предусмотрена возможность применения разра-
ботанного заявителем собственного первичного 
референтного/стандартного образца/материа-
ла [6]. Для полного доказательства воспроизве-
дения структуры целевого белка в специфика-
ции первичного СО должна быть предусмотрена 
оценка высокотехнологичным методом допол-
нительной критичной характеристики, установ-
ленной при разработке препарата.

Неопределенностью аттестованного значе-
ния СО (в документах Росстандарта использу-
ется термин «погрешность») называют пара-
метр, который связан с результатом измерения 
аттестованного значения СО и характеризует 
диапазон, в котором может находиться значе-
ние аттестованной характеристики СО. В соот-
ветствии с ISO Guide 35:2017 неопределенность 
(uc) следует рассчитывать как сумму всех состав-
ляющих неопределенности22 — неопределенно-
сти от неоднородности (uh), неопределенности 
от нестабильности материала (ustab), неопреде-
ленности от способа установления значения 

20	 Recommendations for the preparation, characterization, and establishment of international and other biological reference 
standards. Annex 2. TRS No. 932. WHO; 2006.

21	 ОФС.2.3.14.0. Валидация аналитических методик. Фармакопея Евразийского экономического союза. Т. 1. Ч. 2. М.; 2023.
	 ICH Q2 (R2) Validation of analytical procedures; 2023.
	 ICH Q14 Guideline on аnalytical procedures development; 2023.
	 Руководство ЕВРАХИМ/СИТАК. Количественное описание неопределенности в аналитических измерениях. 3 изд. 

QUAM:2012.P1-RU.
22	 ISO Guide 35:2017. Reference materials — Guidance for characterization and assessment of homogeneity and stability.
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аттестуемой характеристики (uchar) согласно 
формуле (1):

	 uc = √ u2
char + u2

h + u2
stab.	 (1)

Параметр uchar оценивают как сумму систе-
матической и случайной ошибок измерения. 
При этом составляющие неопределенности 
невозможно оценить для методов испытаний 
без использования допущений [4].

При нормальном распределении результатов 
неопределенность выражают в форме стандарт-
ного отклонения, которое называют стандарт-
ной неопределенностью (uc), и расширенной 
неопределенности (Up)  — стандартной неопре-
деленности, умноженной на коэффициент охва-
та 2, то есть 2uc, при уровне доверия ~95%23.

Для получения надежных оценок неопре-
деленности СО необходимо использовать ре-
зультаты аттестации, полученные не только 
разными операторами, но и с учетом в макси-
мально возможной степени всех допустимых 
в методике вариантов проведения испыта-
ний, например применяемого оборудования 
и реагентов [4, 24]. Оценка неопределенности 
должна быть основана на максимально возмож-
ном массиве данных. Для биологического СО 
неопределенность оценивают по стандартному 
отклонению методики, которая используется 
для установления его аттестованного значения. 
При отсутствии сведений о неопределенности 
методики неопределенность значения аттесто-
ванной характеристики биологических СО (Up) 
оценивают по стандартному отклонению (Sсо) 
результатов испытаний в условиях воспроизво-
димости или промежуточной прецизионности 
по формуле (2):

	 Up = 2√ S2
со = 2Sсо,	 (2)

где Sсо  — стандартное отклонение результатов 
измерений/испытаний в условиях воспроизводи-
мости или промежуточной прецизионности [4].

Примеры аттестации биологических СО и рас-
чета неопределенности представлены в науч-
ной литературе [5, 7, 8, 10].

При применении СО рекомендуется учитывать 
требования руководства ВОЗ24 по Надлежащей 
практике для национальных фармацевтических 
контрольных лабораторий: обязательно наличие 

записей по работе с СО (идентификация СО, на-
именование производителя, номер партии/се-
рии, дата утверждения, аттестованные значе-
ния, сроки годности, место хранения и другая 
необходимая информация, например результа-
ты исследования стабильности). Информация 
об используемых СО должна содержаться в базе 
данных учреждения (предприятия).

Исследование стабильности 
стандартных образцов

Исследования стабильности для установле-
ния срока годности, условий хранения, транс-
портирования и применения биологических СО 
проводят в соответствии с документами ЕАЭС25 
и ГФ РФ26. С этой целью разрабатывают про-
грамму исследования стабильности, в которой 
предусматривают продолжительность, перио-
дичность (интервалы), температурные режимы 
хранения, количество образцов, вид испытаний, 
количество операторов.

Срок годности устанавливают по результа-
там изучения стабильности методом есте-
ственного старения (в реальном времени). 
Ускоренные испытания стабильности  — это 
исследования, направленные на увеличение 
скорости химической деградации/деструкции 
или физического изменения БЛС путем ис-
пользования неблагоприятных условий хране-
ния, которые могут быть применены для оцен-
ки влияния кратковременных отступлений 
от заявленных условий хранения. Следует 
различать ускоренные испытания стабильно-
сти и метод ускоренного старения. При иссле-
довании стабильности методом ускоренного 
старения возможна оценка предполагаемого 
срока годности, результаты которого следует 
подтверждать данными изучения стабильно-
сти в реальном времени [10].

Продолжительность времени исследования 
стабильности должна быть не менее предпола-
гаемого срока годности СО.

В Программе исследования стабильности так-
же должно быть предусмотрено изучение восста-
новленного/разведенного СО, если предполага-
ется возможность непродолжительного хранения 
после вскрытия емкости. Исследование плани-
руют таким образом, чтобы оно моделировало 

23	 Там же.
24	 Good practices for national pharmaceutical control laboratories. Annex 3. TRS No. 902. WHO; 2002.
25	 Глава 8. Исследование стабильности биотехнологических (биологических) препаратов при внесении изменений 

в производственный процесс: доклинические и клинические исследования. Решение Совета Евразийской экономиче-
ской комиссии от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил проведения исследований биологических лекарственных 
средств Евразийского экономического союза».

26	 ОФС.1.1.0020.18 Стабильность биологических лекарственных средств. Государственная фармакопея Российской Феде-
рации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
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реальные условия применения, в том числе воз-
можность замораживания и оттаивания СО.

Анализ в стрессовых условиях (например, 
при повышенной температуре) полезен для оцен-
ки влияния кратковременного отклонения от ре-
гламентированных условий хранения (например, 
во время транспортировки). С этой целью может 
быть применена следующая схема изучения ста-
бильности в стрессовых условиях. До проведе-
ния исследования проводят контроль значения 
аттестованной характеристики и по всем по-
казателям спецификации (например, описание, 
внешний вид, подлинность, для лиофилизатов — 
растворимость, потеря в массе при высушива-
нии, вода (по Фишеру), средняя масса, отклоне-
ние от средней массы и др.).

В начале срока годности СО выдержива-
ют при повышенной температуре (например, 
25±2 и 37±2 °С) в течение 10 и 30 сут, затем ис-
следуют в два этапа. Первую часть ампул анали-
зируют непосредственно по истечении каждого 
периода температурного воздействия. Вторую 
часть образцов, подвергшихся воздействию по-
вышенной температуры, продолжают хранить 
в регламентированных условиях до истечения 
срока годности. На исходе срока годности прово-
дят контроль СО, подвергшихся температурному 
воздействию, в сравнении с контрольными экзем-
плярами. Контрольными образцами в испытани-
ях служат образцы, хранящиеся в течение всего 
срока годности в регламентированных условиях 
(например, при температуре от 2 до 8 °С).

Контролируемый показатель  — значение ат-
тестованной характеристики. Дополнительные 
показатели: описание; внешний вид; для лио-
филизатов  — растворимость, потеря в массе 
при высушивании и/или вода (по Фишеру).

Показатели температуры и влажности поме-
щений и, при необходимости, другие параметры 
должны быть зарегистрированы.

Результаты исследования стабильности оформ-
ляют в соответствии с системой качества, приня-
той на предприятии. По результатам исследования 
должны быть сформулированы требования к мате-
риалам первичной и вторичной упаковки, герме-
тичности, защите от воздействия света, наличию 
остаточного количества воздуха и его компо-
нентов в первичной упаковке после укупорки 
или запаивания, а также необходимые ограниче-
ния по температурному режиму хранения.

При использовании в качестве кандидата в СО 
одной из серий готового препарата требования 
к материалу первичной и вторичной упаковки, гер-

метичности, защите от воздействия света, необхо-
димые ограничения по температурному режиму 
хранения, а также срок годности аттестуемого СО 
могут соответствовать требованиям нормативной 
документации на соответствующее БЛС.

Внесение изменений в регистрационное 
досье в отношении использования 
стандартных образцов

В соответствии с руководствами ВОЗ опреде-
лены  категории  при внесении изменений в отно-
шении СО27: например, при замене первичного СО, 
замене СО с фармакопейного или международно-
го на внутренний (не связанный с международным 
стандартом), изменении программы аттестации 
СО и его характеристики требуется рассмотрение 
и одобрение уполномоченным органом.

При внесении изменений в отношении ис-
пользуемых СО целесообразно составление 
Протокола сопоставимости (другое название  — 
Протокол управления пострегистрационными 
изменениями), в котором устанавливают план 
будущей реализации изменений. Документ 
включает необходимые испытания и допу-
стимые пределы, обоснованные материалами 
по валидации методики. Допустимые пределы 
нужны для оценки влияния конкретных изме-
нений на качество, безопасность или эффектив-
ность БЛС и демонстрации сопоставимости пре-
паратов до и после внесения изменений.

Для некоторых изменений стандартные ис-
пытания качества, проводимые при выпуске 
фармацевтических субстанций или лекарствен-
ных препаратов, могут оказаться недостаточ-
ными для оценки влияния изменения, поэтому 
могут потребоваться дополнительные испыта-
ния в процессе производства и оценки характе-
ристик. Протоколы сопоставимости часто при-
меняются для планового пополнения Рабочего 
банка клеток и запасов СО, используемых в ис-
пытаниях контроля качества (при истечении сро-
ка годности или снижении количества аликвот). 
Цель протокола сопоставимости — обеспечение 
прозрачности требований к сопроводительным 
данным для вносимых изменений и повышение 
предсказуемости последствий изменений.

Формирование материалов  
раздела «Стандартные образцы» 
в досье на биологические 
лекарственные средства

В досье для регистрации БЛС в отношении 
используемых СО представляют материалы 

27	 Guidelines on procedures and data requirements for changes to approved vaccines. Annex 4. TRS No. 993. WHO; 2014.
	 Guidelines on procedures and data requirements for changes to approved biotherapeutic products. Annex 3. TRS No. 1011. 

WHO; 2017.
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в соответствии с Правилами регистрации и экс-
пертизы лекарственных средств для медицинско-
го применения ЕАЭС28 (требования к моду-
лям 1–3). Для международных и фармакопейных 
СО зарубежных фармакопей, фармакопеи ЕАЭС 
и ГФ РФ должны быть представлены паспорта/
сертификаты. Методики, в которых они приме-
няются, должны быть валидированы с примене-
нием соответствующих СО. Отчетные материалы 
по их аттестации должны храниться у уполно-
моченных органов. Материалы по аттестации 
отечественных фармакопейных СО для контроля 
качества БЛС должны соответствовать рассмот-
ренным в статье требованиям.

На предприятии, производящем БЛС, 
при использовании собственного стандартного 
образца предприятия (СОп) должны находить-
ся материалы, которые могут быть запрошены 
в процессе экспертизы, а именно:

–– паспорт/сертификат, который представляет-
ся при регистрации и должен содержать 
необходимые сведения: название докумен-
та; название и адрес организации, прово-
дившей аттестацию; идентификационный 
номер; назначение; наименование аттесто-
ванной характеристики (аттестованное зна-
чение и его неопределенность); описание; 
прослеживаемость к СО, использованно-
му при аттестации актуального стандарт-
ного образца (если применимо); порядок 
применения; условия транспортирования 
и хранения; требования безопасности; дата 
выпуска; срок годности; фамилия и подпись 
уполномоченного лица;

–– схема производства СО, включая контроль-
ные точки. Если производство отличает-
ся от технологии получения ЛС, например 
при необходимости проведения дополни-
тельной очистки стандартных материалов, 
это должно быть указано в схеме произ-
водства;

–– документы по порядку проведения и оформ-
лению результатов аттестации, включая все 
первичные данные: материалы по установ-
лению значения аттестованной характери-
стики и показателей качества СО; указание 
и описание аналитических методик, мате-
риалы по валидации данных методик; ре-
зультаты изучения стабильности СО, обо
сновывающие срок его годности; порядок 
оформления результатов аттестации и до-
кументов на СО, в том числе правило при-

своения идентификационного номера СО, 
порядок их утверждения; порядок внесения 
изменений в отношении СО; прослеживае-
мость серии СО к серии, использовавшейся 
при проведении доклинических и/или кли-
нических исследований.
Результаты проверки наличия необходимых 

материалов для СОп целесообразно оформить 
в виде отдельного документа, например чек-ли-
ста, в соответствии со стандартной операцион-
ной процедурой (СОП) системы качества произ-
водителя БЛС, заявителя или регуляторного 
органа. Пример оформления чек-листа пред-
ставлен в таблице 1.

При оформлении чек-листа в связи с внесени-
ем изменений должны быть учтены соответству-
ющие требования протокола сопоставимости 
результатов.

Таким образом, в досье для регистрации БЛС 
должны быть представлены паспорта (сертифи-
каты) используемых СО. Методики, в которых 
они применяются, должны быть валидированы 
с применением соответствующих СО.

При использовании СОп в досье должны быть 
представлены не только паспорта (сертифика-
ты) на СОп, но и схема производства СОп, если 
она отличается от схемы производства БЛС. 
На предприятии, производящем БЛС, долж-
ны находиться материалы, которые могут быть 
запрошены в процессе экспертизы, а именно до-
кументы по порядку проведения и оформления 
результатов аттестации СОп, включая все пер-
вичные данные.

Заключение
Проведенный анализ и систематизация 

международной и российской нормативной 
правовой документации для стандартных об-
разцов, а также опыт аттестации и примене-
ния биологических стандартных образцов 
в ФГБУ  «НЦЭСМП» Минздрава России позво-
лили разработать требования к формирова-
нию раздела по стандартным образцам в до-
сье на биологические лекарственные средства 
для дальнейшего включения в соответствую-
щее руководство. 

Разработка требований к материалам раз-
дела «Стандартные образцы» обеспечит еди
ный подход заявителей, разработчиков 
и экспертов уполномоченного органа к под-
готовке, аттестации, оформлению документов 
на стандартные образцы.

28	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 78 «Об утверждении Правил регистрации и экспертизы лекарственных средств 
для медицинского применения».
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Таблица 1. Пример оформления чек-листа по формированию материалов раздела «Стандартные образцы» для досье на 
биологическое лекарственное средство
Table 1. Model checklist for preparing materials for the Reference Standards section of the dossier for a biological product

Форма ХХХ-СОП УУУУУУ
Form XXX-SOP YYYYYY

Подготовленные материалы в раздел «Стандартные образцы»
досье на биологическое лекарственное средство _________________ предприятия _______________________________

Дата _______________
Materials for the Reference Standards section of the dossier 

for the biological product _________________ by the manufacturer ________________________________
Date ________________

Материалы в раздел для каждого СОп
Materials for each in-house RS in the section

Наличие/отсутствие
Present/absent

1. Производство
Production

1.1 Технологическая схема с контрольными точками / регламент производства СОп
Process diagram with control points / Master formula for the in-house RS

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

1.2 Порядок присвоения номера серии СОп
Procedure for assigning the in-house RS with the batch/lot number

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

1.3 Сводный протокол производства серии СОп
Batch production record for the in-house RS

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

2. Установление значения аттестуемой характеристики и критических показателей качества СОп
Establishing the values of the certified characteristic and the critical quality indicators for the in-house RS

2.1 Программа аттестации СОп
Certification programme for the in-house RS

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

2.2 Спецификация на СОп
Specification for the in-house RS

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

2.3 Стандартные операционные процедуры
Standard operating procedures

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

2.4 Отчет о валидации методик, используемых при аттестации СОп, включая первичные данные
Report on validation of analytical procedures for in-house RS certification, including primary data

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

2.5 Отчет об аттестации СОп, включая первичные данные
Report on in-house RS certification, including primary data

2.5.1 Показатели качества спецификации СОп
Quality indicators of the in-house RS specification

2.5.2 Установление значения аттестованной характеристики СОп и статистическая обработка
результатов
Determination of certified characteristic values for the in-house RS and statistical processing of results

2.5.3 Исследование однородности СОп
Homogeneity study of the in-house RS

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐
Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐
Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

3. Исследование стабильности СОп
Stability study of the in-house RS

3.1 Программа исследования стабильности СОп
Stability programme for the in-house RS

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

3.2 Отчет об исследовании стабильности, включая первичные данные
Report on stability studies of the in-house RS, including primary data

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

4. Документы на СОп
Documentation for the in-house RS

4.1 Паспорт/сертификат СОп
Certificate for the in-house RS

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

4.2 Инструкция по применению/СОП на методику
Instructions/SOPs for analytical procedures

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

4.3 Макет этикетки СОп
Labelling mock-up for the in-house RS

Да ☐ /Нет ☐
Yes ☐ /No ☐

Выводы:	 Материалы подготовлены в полном объеме	 Да ☐ /Нет ☐
Conclusions:	 The materials have been prepared in full	 Yes ☐ /No ☐
	 Дополнить материалы в отношении пункта(ов)	 Да ☐ /Нет ☐
	 Materials should be added to the item(s)	 Yes ☐ /No ☐

Проверил:                          ФИО/подпись
                         (подпись лица, проверившего наличие документов)
Checked by:                         Full name/signature
                         (signature of the person who verified the presence of the documents)

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. СОП — стандартная операционная процедура; СОп — стандартный образец предприятия.
Note. SOP, standard operating procedure; RS, reference standard.
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Аттестация фармакопейного стандартного 
образца для оценки специфической 
активности рекомбинантного 
интерферона α-2b
Л.А. Гайдерова , Ю.Н. Лебедева, Т.Н. Лобанова, Э.К. Липатова, Р.А. Волкова, 
О.В. Фадейкина

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

 Гайдерова Лидия Александровна; gaiderova@expmed.ru

РЕЗЮМЕ	 АКТУАЛЬНОСТЬ. Методика определения специфической активности рекомбинантных 
интерферонов предусматривает использование стандартного образца в качестве меры 
сравнения. Доступность международного стандартного образца (МСО), обычно использу-
емого для оценки качества препаратов указанного типа, в настоящее время ограничена, 
в связи с чем при оценке качества интерферонов целесообразно применять фармакопей-
ные стандартные образцы (ФСО), которые предварительно аттестуют с использованием 
МСО при их наличии.
ЦЕЛЬ. Аттестация фармакопейного стандартного образца для оценки специфической ак-
тивности рекомбинантного интерферона α-2b.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Определение специфической активности проводили в реакции 
подавления интерфероном цитопатического действия вируса на культуре клеток в срав-
нении с активностью МСО интерферона α-2b (WHO International Standard Interferon alpha 
2b (Human, rDNA derived)). В исследовании использовали клетки линий A549 и MDBK в ком-
бинации с вирусами везикулярного стоматита (VSV) и энцефаломиокардита (EMC). Иссле-
дование проводили в соответствии с требованиями Государственной фармакопеи Россий-
ской Федерации (ОФС.1.7.2.0002.15). Учет результатов осуществляли инструментальным 
и визуальным методами. При расчетах использовали методы математической статистики; 
учет влияния факторов промежуточной прецизионности проводили с помощью t-крите-
рия Стьюдента.
РЕЗУЛЬТАТЫ. В соответствии с разработанной программой и методикой аттеста-
ции проведена аттестация ФСО человеческого рекомбинантного интерферона α-2b 
(ФСО чрИФН-α-2b), предназначенного для оценки качества соответствующего препарата 
по показателям «Специфическая активность» (определение противовирусной активности 
на культуре клеток), «Подлинность» (реакция нейтрализации). Входной контроль кандида-
та в ФСО по показателям спецификации подтвердил его соответствие требованиям норма-
тивной документации. По результатам испытаний установлено значение специфической 
активности ФСО: 4,47×108 МЕ/мл, расширенная неопределенность: 8,12×107 МЕ/мл (коэф-
фициент охвата 2, уровень доверия ~95%). Срок годности ФСО чрИФН-α-2b установлен 
по сроку годности соответствующего препарата при хранении при температуре не выше 
минус 40 °С. Допускается хранение размороженного ФСО при температуре 2–8 °С в тече-
ние 1 мес.
ВЫВОДЫ. Аттестован ФСО для оценки специфической активности рекомбинантно-
го интерферона α-2b. По результатам аттестации ФСО включен в Реестр фармако-
пейных стандартных образцов Государственной фармакопеи Российской Федерации 
с реестровым номером ФСО.3.2.00455 и наименованием «Интерферон альфа-2b челове-
ческий рекомбинантный (специфическая активность)». Внедрение аттестованного ФСО 
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чрИФН-α-2b позволит проводить оценку качества всех отечественных препаратов интер-
ферона указанного типа по показателям «Специфическая активность», «Подлинность» 
на надлежащем научно-методическом уровне и обеспечит независимость отечественных 
производителей и органов контроля качества препаратов от импорта МСО.

Ключевые слова: 	 рекомбинантный интерферон α-2b; чрИФН-α-2b; специфическая активность; противови-
русная активность; фармакопейный стандартный образец; ФСО; аттестация ФСО; расши-
ренная неопределенность

Для цитирования: 	 Гайдерова Л.А., Лебедева Ю.Н., Лобанова Т.Н., Липатова Э.К., Волкова Р.А., Фадейкина О.В. 
Аттестация фармакопейного стандартного образца для оценки специфической активно-
сти рекомбинантного интерферона α-2b. БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, ле-
чение. 2024;24(1):21–31. https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-1-21-31

Финансирование. Работа выполнена в рамках государственного задания ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России № 056-00026-24-00 на прове-
дение прикладных научных исследований (номер государственного учета НИР 124022200103-5).
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов, требующего раскрытия в данной статье.

Certification of a pharmacopoeial reference 
standard for potency testing of recombinant 
interferon α-2b
Lidia A. Gaiderova , Yulia N. Lebedeva, Tatiana N. Lobanova, Elvira K. Lipatova, 
Rauza A. Volkova, Olga V. Fadeikina

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

 Lidia A. Gaiderova; gaiderova@expmed.ru

ABSTRACT	 SCIENTIFIC RELEVANCE. Potency testing of recombinant interferons requires a reference stan
dard. The availability of International Standards (ISs) that are commonly used to assess the qual-
ity of recombinant interferons is currently limited. Therefore, the quality of interferons should be 
assessed using pharmacopoeial reference standards (RSs) certified using ISs (if available).
AIM. This study aimed to certify a pharmacopoeial RS for potency testing of recombinant in-
terferon α-2b.
MATERIALS AND METHODS. The potency determination involved comparing the inhibition of 
the virus-induced cytopathic effect observed in cell culture with the candidate RS and the 
WHO International Standard for Human rDNA-derived interferon α-2b. The study used A-549 
and MDBK cell lines with encephalomyocarditis (EMC) and vesicular stomatitis (VSV) viruses. 
The authors followed the requirements of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation 
(Cell-Culture Bioassays for Interferon Products, OFS.1.7.2.0002.15). The results were recorded 
using instrumental and visual methods. The calculations used mathematical statistics. To 
factor in the influence of intermediate precision, the authors applied Student’s t-test.
RESULTS. The authors developed a certification programme and procedure and certified the 
pharmacopoeial RS for recombinant human interferon α-2b (rhIFN α-2b) to identify the corres-
ponding medicinal products (by virus neutralisation) and test their potency (by antiviral activity 
in cell culture). Upon receipt, the candidate RS was verified for compliance with regulatory 
specifications. According to the test results, the potency of the candidate pharmacopoeial RS 
was 4.47×108 IU/mL, and the expanded uncertainty was 8.12×107 IU/mL, with a coverage factor 
of k=2 and a confidence level of 95%. The pharmacopoeial RS for rhIFN α-2b was considered 
to have the same shelf-life period as the corresponding medicinal products if stored at a tem-
perature not higher than –40 ºC. When thawed, the pharmacopoeial RS for rhIFN α-2b can be 
stored at a temperature of 2–8 ºC for up to 1 month.

Gaiderova L.A., Lebedeva Yu.N., Lobanova T.N., Lipatova E.К., Volkova R.A., 
Fadeikina O.V.
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CONCLUSIONS. Upon certification for potency testing, the pharmacopoeial RS for rhIFN α-2b 
has been included in the Register of Reference Standards of the Russian Pharmacopoeia as 
Recombinant Human Interferon α-2b (Potency) FSO.3.2.00455. The introduction of this pharma-
copoeial RS will help to conduct the identification and potency testing of all Russian interferon 
α-2b products at an appropriate scientific and methodological level. As a result, Russian phar-
maceutical manufacturers and quality control agencies will no longer depend on imported ISs.

Keywords: 	 recombinant interferon α-2b; rhIFN α-2b; potency; antiviral activity; pharmacopoeial reference 
standard; reference standard certification; expanded uncertainty
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Введение
Стандартные образцы (СО) выполняют важ-

ную роль в системе производства и обеспечения 
качества биотехнологических лекарственных 
препаратов (БтЛП). Они служат мерой сравнения 
при оценке показателей качества при контроле 
готовой и промежуточной продукции, а также 
при стандартизации методов контроля в науч-
но-исследовательских и контролирующих орга-
низациях, что позволяет оценивать сопостави-
мость результатов в различных лабораториях, 
выпускать качественную продукцию и обес-
печивать безопасность и эффективность био-
логических препаратов при их клиническом 
применении [1–4].

При производстве и контроле качества БтЛП 
применяют международные стандартные об-
разцы (МСО) Всемирной организации здраво-
охранения1 [5]. Однако МСО имеют высокую 
стоимость, а кроме того, их производят в огра-
ниченном количестве, что снижает доступность 
МСО, особенно в условиях санкций в отноше-
нии Российской Федерации. В связи с этим 
для оценки качества при производстве и ис-
пытании БтЛП для подтверждения их соответ-
ствия требованиям нормативной документации 
(НД) целесообразно применять вторичные СО, 
аттестацию которых проводят с использовани-
ем МСО, например фармакопейные стандарт-
ные образцы (ФСО) [5–7]. В свою очередь, ФСО 

также могут быть использованы для аттестации 
cтандартного образца предприятия (СОп).

Аттестация СО  — исследование, имеющее 
целью определение значений метрологических 
характеристик в соответствии с программой 
и методикой аттестации, с последующим вклю-
чением полученных результатов в паспорт СО 
[6]. В соответствии с требованиями междуна-
родных2 и российских3 стандартов первооче-
редной этап определения значений аттестуе-
мых характеристик СО — разработка программы 
и методики аттестации. Аттестуемая характери-
стика СО БтЛП, как правило,  — это показатель 
специфической активности, титр или концентра-
ция микроорганизмов, содержание активного 
действующего компонента. Необходимые ха-
рактеристики СО — однородность, стабильность 
и срок годности [6].

Ранее авторами данной статьи была прове-
дена разработка отраслевого СО для оценки 
специфической активности препаратов лейко-
цитарного интерферона альфа (ИФН-α) [7]. В на-
стоящее время препараты указанной группы сня-
ты с производства и все больше используются 
рекомбинантные БтЛП, активным компонентом 
которых являются цитокины и, в частности, ИФН 
[8]. В Российской Федерации зарегистрировано 
23 отечественных препарата на основе чело-
веческого рекомбинантного интерферона-аль-
фа-2b (чрИФН-α-2b)4, которые используются 

1	 Recommendations for the preparation, characterization and establishment of international and other biological reference 
standards. Annex 2. WHO Technical Report Series, No. 932. WHO; 2006.

2	 ISO Guide 35:2017. Reference materials. Guidance for characterization and assessment of homogeneity and stability. Geneva: 
ISO; 2017.

3	 ГОСТ 8.315-2019. Государственная система обеспечения единства измерений. Стандартные образцы состава и свойств 
веществ и материалов. Основные положения.

	 ГОСТ Р ИСО 17034-2021. Общие требования к компетентности производителей стандартных образцов.
 4	 Государственный реестр лекарственных средств. https://grls.rosminzdrav.ru
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для лечения различных заболеваний вирусной 
этиологии.

Специфическая активность (противовирусная 
активность) — один из важнейших показателей 
качества препаратов на основе рекомбинантных 
интерферонов, который отражает их механизм 
действия и эффективность. Методика определе-
ния этого показателя предусматривает исполь-
зование культур клеток, чувствительных к ИФН, 
вируса-индикатора и СО в качестве меры срав-
нения. Важное условие адекватного определе-
ния специфической активности — стандартность 
всех вышеперечисленных компонентов, в том 
числе использование различными производи-
телями препаратов ИФН стандартного образца, 
обеспечивающего единство измерений [8].

В связи с введением международных санк-
ций особую актуальность приобретает разра-
ботка и аттестация ФСО для оценки активности 
чрИФН-α-2b, что позволит обеспечить независи-
мость отечественных производителей и органов 
контроля качества препаратов от импорта МСО 
и снижение затрат на производство.

Цель работы  — аттестация фармакопейного 
стандартного образца для оценки специфиче-
ской активности рекомбинантного интерферона 
α-2b.

Для достижения цели были поставлены сле-
дующие задачи:

–– разработка программы и методики аттеста-
ции;

–– подтверждение соответствия кандидата 
в ФСО требованиям НД (входной контроль);

–– определение значения аттестованной харак-
теристики ФСО и неопределенности аттесто-
ванного значения;

–– определение срока годности ФСО;
–– разработка сопроводительной документации 
(проект паспорта, макет этикетки первичной 
и вторичной упаковки, инструкция по при-
менению ФСО).

Материалы и методы
Материалы

Стандартный образец. МСО чрИФН-α-2b 
(WHO International Standard: Interferon alpha 2b 
(Human rDNA derived), NIBSC code: 95/6565).

Материал кандидата в фармакопейный 
стандартный образец. Интерферон альфа-2b 
человеческий рекомбинантный, безметиони-
новый  — субстанция-раствор концентриро-
ванный, замороженный (ФС-001808-280422) 
производства ООО «Фирн М» (Россия). Дата 
выпуска — 20.06.2022. Срок годности до 06.2024.

Культуры клеток:
–– клеточная линия карциномы легких человека 
A549 (ATCC, США, кат. № CCL-185) получена 
из коллекции ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
Минздрава России; клетки поддерживали 
в рабочей коллекции ФГБУ «НЦЭСМП» Мин-
здрава России;

–– перевиваемая клеточная линия почки быка 
MDBK (NBL-1) получена из коллекции ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России; 
клетки поддерживали в рабочей коллекции 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России. Для ат-
тестации ФСО рекомендовано использовать 
3–30-й пассаж клеток.

Индикаторные вирусы:
–– вирус энцефаломиокардита (ЕМС) получен 
из коллекции ATCC (ATCC, США, кат. № VR 129B); 
вирус поддерживали на культуре клеток 
Vero (коллекция ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России);

–– вирус везикулярного стоматита (VSV), штамм 
«Индиана» (№ 29) получен из Государственной 
коллекции вирусов ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Га-
малеи» (Институт вирусологии им.  Д.И.  Ива-
новского) Минздрава России; вирус поддер-
живали на культуре клеток MDBK (коллекция 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России).
Реактивы и материалы. В работе использо-

вали следующие основные реактивы: эмбри-
ональная телячья сыворотка (HyClone, США), 
раствор трипанового синего 0,4% (Macklin, 
Китай), краситель нафтол сине-черный (Sigma-
Aldrich, США), уксусная кислота ледяная (Sigma-
Aldrich, США), формальдегид 37% (Sigma-Aldrich, 
США), натрия ацетат тригидрат (Fisher Chemical, 
Великобритания), натрия гидроксид (Fisher 
Chemical, Великобритания), а также реакти-
вы производства ООО НПП «ПанЭко» (Россия): 
питательная среда DMEM, жидкая без глута-
мина, с глюкозой (4,5 г/л); L-глутамин; гентами-
цин, 10  мг/мл; раствор Версена; трипсин-ЭДТА. 
В работе использовали материалы производства 
Corning (США): планшеты культуральные 96-, 24-, 
12- и 6-луночные стерильные; стерильные про-
бирки пластиковые конические вместимостью 
15 и 50 мл; стерильные пипетки объемом 1, 2, 10, 
25 и 50 мл; чашки Петри культуральные стериль-
ные 100 мм.

Оборудование
Холодильник POZIS ХФ-400-2 (ПАО «СЭЗ 

им. Серго Орджоникидзе», Россия); морозильник 
MDF-U 3386S (Panasonic, Япония); СО2-инкубатор 

5	 https://nibsc.org/documents/ifu/95-656.pdf
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МСО-15АС (Sanyo Electric, Япония); шкаф ла-
минарный БАВп-01-1,2 (ЗАО «Ламинарные си-
стемы», Россия); микроскоп инвертированный 
EVOS®  XL (Thermo Fisher Scientific, США); тер-
мошейкер ST-3L (Elmi, Латвия); центрифуга 
5804  R (Eppendorf, Германия); дозатор Biohit 
Midi Plus (Sartorius, Финляндия); камера Горяева 
(ООО «МиниМед», Россия).

Методы
При аттестации кандидата в ФСО чрИФН-α-2b 

по показателю «Специфическая активность» 
исследовали его противовирусную активность 
биологическим методом в реакции подавле-
ния интерфероном цитопатического действия 
вируса на культуре клеток в соответствии 
с ОФС.1.7.2.0002.156. Испытания проводили два 
аналитика в разные дни с использованием раз-
личных комбинаций клеток (MDBK, А549) и виру-
сов (VSV, EMC), чувствительных к ИФН (табл. 1).

Проведение анализа. Каждый образец 
чрИФН-α-2b анализировали в 4 повторностях 
(независимые разведения образца вносились 
в отдельный планшет). Предварительно образ-
цы кандидата в ФСО и МСО разводили до кон-
центрации 100 МЕ/мл.

Далее использовали 3 варианта проведе-
ния испытаний, отличающихся применением 
различных комбинаций вида клеток и вирусов, 
порядком внесения испытуемых образцов (кан-
дидата в ФСО и МСО) до и после образования 
монослоя, способом учета результатов:
1)	 клетки A549, вирус  EMC, инструменталь-

ный учет  — готовили серию двукрат-
ных разведений чрИФН-α-2b в планшете 
для предварительных разведений, вносили 
их в 96-луночный планшет с предварительно 
сформированным монослоем клеток;

2)	 клетки MDBK, вирус VSV, визуальный учет  — 
разведение чрИФН-α-2b проводили непо-
средственно в планшетах с уже сформиро-
вавшимся монослоем клеток;

3)	 клетки MDBK, вирус VSV, инструментальный 
учет  — образцы разведенного чрИФН-α-2b 
вносили в планшеты одновременно с сус-
пензией клеток, при этом клеточный монослой 
формировался в присутствии интерферона.
В каждом варианте оставляли в планшете два 

ряда с питательной средой для контроля клеток 
и вируса.

Планшеты инкубировали при 37 °С в течение 
24  ч в атмосфере, содержащей (5,0±0,5)% СО2. 

После инкубирования культур клеток и уда-
ления культуральной среды добавляли в лун-
ки по 100  мкл раствора индикаторного вируса 
в рабочей дозе 100 ТЦД50/0,1 мл (ТЦД50 — тка-
невая цитопатическая доза вируса, вызываю-
щая гибель 50% клеток). В лунки, предназна-
ченные для контроля клеток и вируса, вносили 
по 100 мкл поддерживающей среды.

На контрольном планшете предусматривали 
16 лунок для подтверждения дозы вируса, в ко-
торые вносили по 100 мкл разведений вируса, 
соответствующих 100, 10, 1 и 0,1  ТЦД50/0,1  мл. 
Затем планшет инкубировали при 37 °С в течение 
24–48 ч в атмосфере, содержащей (5,0±0,5)% СО2.

Учет и оценка результатов. Результаты испы-
тания подлежали учету, если выполнялись сле-
дующие три условия:

–– в лунках с контролем клеток, в лунках, содер-
жащих максимальное количество интерферо-
на, и в лунках с индикаторным вирусом в дозе 
0,1  ТЦД50/0,1  мл не наблюдается поражения 
клеточного монослоя вирусом;

–– в лунках с клетками без интерфероновой 
защиты, подвергшимися действию вируса 
в заражающей дозе 100 ТЦД50, и в лунках, 
содержащих минимальное количество интер-
ферона, наблюдается полное поражение кле-
точного монослоя вирусом;

–– доза внесенного вируса составляет 100 ТЦД50 
в 0,1 мл.
Визуальный учет активности интерферона. 

В планшетах с испытуемыми образцами с помо-
щью инвертированного микроскопа подсчиты-
вали число лунок в каждом разведении для тех 
растворов кандидата в ФСО и МСО, в которых 
наблюдалась защита клеточного монослоя 
от цитопатического действия вируса.

Для каждого планшета рассчитывали титр 
МСО (ТМСО) и кандидата в ФСО (ТкФСО), используя 
метод Спирмена–Кербера7:

	 TкФСО = 2log2 ED50кФСО,	 (1)

	 TMСО = 2log2 ED50MСО,	 (2)

	
log2ED50 = Dmax +      ×  p – ,n

d 
2
n 

	
(3)

где ТкФСО  — титр кандидата в ФСО; ТМСО  — титр 
МСО; ED50 — 50%-ная эффективная доза противо-
вирусной активности; Dmax — двоичный логарифм 
фактора разведения, ниже которого наблюда-
ется защита клеток от цитопатического дей-
ствия вируса (отсутствие признаков деградации 

6	 ОФС.1.7.2.0002.15 Биологические методы испытания препаратов интерферона с использованием культур клеток. Госу-
дарственная фармакопея Российской Федерации XIV изд. Т.2; 2018.

7	 Там же.
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монослоя) в 100% лунок; d — двоичный логарифм 
шага разведений (=1); n — число лунок, приходя-
щееся на каждое разведение; p  — число лунок 
для разведения, соответствующего Dmax, и после-
дующих разведений, в которых наблюдается за-
щита клеток от цитопатического действия вируса 
(отсутствие признаков деградации монослоя).

Для каждого рабочего планшета рассчитыва-
ли специфическую активность кандидата в ФСО 
(АкФСО) по формуле:

	
АкФСО = AMСО × ,

TкФСО 
TMСО 	

(4)

где АкФСО — специфическая активность кандида-
та в ФСО; АМСО  — номинальная специфическая 
активность МСО; ТкФСО — титр кандидата в ФСО; 
ТМСО — титр МСО.

Специфическую активность образца рассчи-
тывали как среднее арифметическое по всем 
повторностям.

Инструментальный учет активности интер-
ферона. При выполнении перечисленных ранее 
трех условий, допускающих учет результатов, 
по окончании инкубирования проводили окра-
шивание клеток (краситель нафтол сине-чер-
ный), результаты которого регистрировали пу-
тем измерения оптической плотности растворов 
в лунках с использованием планшетного спек-
трофотометра.

Специфическую активность испытуемых 
образцов рассчитывали с помощью модели 
параллельных линий. Принцип ее основан 
на том, что обычно в интервале применяе-
мых доз количественный ответ связан ли-
нейно с логарифмом дозы. По результатам 
измерения строили графики «доза  — ответ», 
представляющие собой зависимость значений 
оптической плотности, соответствующих ис-
пытуемым образцам кандидата в ФСО и МСО, 
от логарифма их разведения. Специфическую 
активность определяли на основе сравне-
ния линий дозозависимости МСО и кандида-
та в ФСО. Обработку результатов испытаний 
и расчет величины специфической активности 
проводили с помощью программного обеспе-
чения PLA  3.0 (Stegmann Systems, Германия). 
Значение показателя «Специфическая актив-
ность» рассчитывали как среднее арифметиче-
ское по всем повторностям.

Статистическая обработка результатов. 
С использованием программы Microsoft Office 
Exсel рассчитывали показатели описательной 
статистики: среднеарифметическое значение 

(Хср), стандартное отклонение (S ), относитель-
ное стандартное отклонение (RSD).

Значение аттестованной характеристики ФСО 
чрИФН-α-2b представляли в виде:

	 АФСО = Аср ± U,	 (5)

где АФСО  — специфическая активность ФСО 
чрИФН-α-2b; Аср  — среднее арифметическое 
(Хср) значение показателя «Специфическая ак-
тивность»; U — расширенная неопределенность, 
рассчитанная как ±2S (два стандартных отклоне-
ния результатов испытаний, полученных в усло-
виях промежуточной прецизионности).

Статистическую значимость (или незначи-
мость) различий двух групп данных для оценки 
возможности объединения экспериментальных 
данных, полученных при учете влияния фак-
торов промежуточной прецизионности (клет-
ки MDBK, вирус VSV; клетки A549, вирус EMC; 
инструментальный/визуальный метод учета; 
аналитик) проводили с помощью t-критерия 
Стьюдента при уровне значимости α=0,5 и соот-
ветствующего числа степеней свободы, рассчи-
тываемого по формуле df = n1 + n2 – 2 [9].

Результаты и обсуждение
В соответствии с разработанной програм-

мой и методикой аттестации провели оценку 
качества (входной контроль) кандидата в ФСО 
чрИФН-α-2b, а затем испытания его образцов 
по показателю «Специфическая активность» 
для установления значения аттестованной ха-
рактеристики.

Входной контроль кандидата в ФСО на соот-
ветствие требованиям НД8 проведен согласно 
спецификации. Показатель «Специфическая ак-
тивность» определяли с использованием МСО.

Результаты испытаний подтвердили соответ-
ствие материала кандидата в ФСО требовани-
ям НД по проверенным показателям качества: 
описание (визуальный метод), подлинность (ме-
тоды  — реакция нейтрализации противовирус-
ной активности анти-альфа-интерфероновыми 
антителами, изоэлектрическое фокусирование, 
пептидное картирование, обращенно-фазовая 
ВЭЖХ, электрофорез в полиакриламидном геле 
в восстанавливающих условиях), прозрачность 
(визуальный метод), цветность (визуальный ме-
тод), рН (потенциометрический метод), белок 
(метод Лоури), стерильность (метод прямого 
посева), специфическая активность (определе-
ние противовирусной активности на культуре 
клеток), удельная активность (расчетный метод), 

8	 НД № ФС-001808-280422, Интерферон альфа-2b человеческий рекомбинантный, безметиониновый  — субстанция-
раствор концентрированный, производства ООО «Фирн М».
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белковые примеси (электрофорез в полиакрила-
мидном геле в восстанавливающих и невосста-
навливающих условиях), родственные примеси 
(обращенно-фазовая ВЭЖХ).

Испытания кандидата в фармакопейный 
стандартный образец для оценки показателя 
«Специфическая активность» и установление 
значения аттестованной характеристики

Аттестуемой характеристикой является спе-
цифическая активность, так как исследуемый 
кандидат в ФСО чрИФН-α-2b предназначен 
для оценки специфической (противовирусной) 
активности препаратов интерферона и выраже-
ния ее в международных единицах (МЕ).

Испытания проводили в различных условиях 
с использованием наиболее часто встречаю-
щихся в НД производителей сочетаний клетки/
вирус (табл. 1). В испытаниях участвовало 2 ана-
литика, получено 30 независимых результатов. 
В таблицах 2 и 3 представлены результаты ис-
пытаний и статистической обработки получен-
ных данных. 

Проведенный статистический анализ ре-
зультатов определения специфической ак-
тивности кандидата в ФСО, полученных 

в условиях промежуточной прецизионности 
(табл. 3), показал, что во всех случаях зна-
чения t-критерия Стьюдента, рассчитанные 
по экспериментальным данным (tэксп), меньше 
критического табличного значения tтабл  (df;0,05) 
при уровне значимости 0,05 и соответству-
ющего для каждой сравниваемой групп чис-
ла степеней свободы. Это означает, что ре-
зультаты, полученные разными аналитиками, 
разными методами с использованием разных 
культур клеток и вирусов не имеют стати-
стически значимых различий, что позволило 
объединить все экспериментальные данные 
и использовать их для расчета значения атте-
стованной характеристики. 

Среднее значение специфической активности 
(АФСО) исследуемых образцов, стандартное от-
клонение (S ) и относительное стандартное от-
клонение (RSD) рассчитаны на основе результа-
тов, приведенных в столбце Аср таблицы 2.

Таким образом, значение аттестованной ха-
рактеристики ФСО чрИФН-α-2b (АФСО), уста-
новленное относительно МСО, составило 
4,470×108 МЕ/мл, стандартное отклонение (S )  — 
4,059×107  МЕ/мл, RSD  — 9,08%; расширенная 
неопределенность аттестованного значения 

Таблица 1. Варианты проведения испытаний кандидата в фармакопейный стандартный образец для оценки специфической 
активности человеческого рекомбинантного интерферона α-2b
Table 1. Testing arrangement for the candidate pharmacopoeial reference standard for potency testing of human recombinant 
interferon α-2b

Вариант 
испыта-

ний
Test 

variant

Материал 
(клетки, 
вирус)

Material 
(cells, viruses)

Метод учета
Recording 
method

Скл,  
тыс. кл./мл

Ccells, 
thousand 
cells/mL

Время инкубиро-
вания клеточной 

суспензии, ч
Incubation time for 
cell suspensions, h

Доза вносимого 
вируса,  

ТЦД50/0,1 мл
Viral inoculum 

dose, TCID50/0.1 mL

Индикатор- 
краситель

Indicating dye

Число 
испытаний
Number of 

tests

1 MDBK, VSV Инструмен-
тальный

Instrumental

200 1–1,5 100 Нафтол  
сине-черный

Naphthol blue black

12

2 A549, EMC Инструмен-
тальный

Instrumental

250 24 100 Нафтол  
сине-черный

Naphthol blue black

8

3 MDBK, VSV Визуальный
Visual

250 24 100 Без окрашивания
No staining

10

Таблица составлена авторами по собственным данным /The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. Варианты испытаний человеческого рекомбинантного интерферона α-2b, чрИФН-α-2b (каждый вариант испытывали 
по 2 аналитика): 1 — предварительно подготовленная в отдельном планшете серия двукратных разведений чрИФН-α-2b вносится 
в другой планшет с уже сформированным монослоем клеток; 2 — разведение чрИФН-α-2b непосредственно в планшетах с уже 
сформировавшимся монослоем клеток; 3 — внесение разведенного чрИФН-α-2b в планшеты одновременно с суспензией клеток, 
клеточный монослой формируется в присутствии интерферона. Клетки: MDBK — перевиваемая клеточная линия почки быка, 
A549 — клеточная линия карциномы легких человека; вирусы: VSV — вирус везикулярного стоматита, штамм «Индиана» (№ 29), 
EMC — вирус энцефаломиокардита (№ VR-129B); Скл — концентрация клеточной суспензии, вносимой в 96-луночный планшет, тыс. 
клеток на 1 мл (тыс. кл./мл); ТЦД50 — тканевая цитопатическая доза вируса, вызывающая гибель 50% клеток.
Note. Testing arrangement for human recombinant interferon α-2b (rhIFN α-2b), with each test conducted by 2 analysts: 1, serial 
two-fold dilution of rhIFN α-2b prepared on one plate and inoculated onto another plate with a pre-formed cell monolayer; 
2, rhIFN α-2b diluted directly on the plate with a formed cell monolayer; 3, diluted rhIFN α-2b plated simultaneously with the cell 
suspension forming a monolayer in the presence of rhIFN α-2b. Cells: MDBK, Madin–Darby bovine kidney; A549, adenocarcinomic 
human alveolar basal epithelial cells. Viruses: VSV, vesicular stomatitis virus, Indiana serotype (National Virus Collection, 29); EMC, 
encephalomyocarditis virus (ATCC, VR-129B). С, concentration of the cell suspension for inoculation onto 96-cell plates (thousand 
cells per 1 mL); TCID50, tissue culture infectious dose requires to kill 50% of inoculated cells.
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для коэффициента охвата k=2 и уровня доверия 
~95% (U=2S ) — 8,118×107 МЕ/мл.

Полученные авторами результаты ис-
следования на двух системах клетки/вирус 
(A549/EMC и MDBK/VSV) полностью под-
тверждаются данными исследований зару-
бежных авторов на значительно большем 
количестве сочетаний клетки/вирус [4], 
что позволяет использовать аттестованный 
нами ФСО на любых клетках, чувствительных  
чрИФН-α-2b.

Оценка стабильности и установление срока 
годности фармакопейного стандартного образца

Для оценки стабильности размороженного 
ФСО чрИФН-α-2b провели испытания 10  об-
разцов по показателю «Специфическая актив-
ность» после их хранения при температуре 
2–8 °С в течение 1  мес. Рассчитанные по экс-
периментальным данным среднее значение 
активности Аср=4,614×108  МЕ/мл и значения 
статистических показателей, характеризую-
щих ее неопределенность (S=6,686×107  МЕ/мл,  

Таблица 2. Результаты определения специфической активности кандидата в фармакопейный стандартный образец челове-
ческого рекомбинантного интерферона α-2b
Table 2. Results of potency testing of the candidate pharmacopoeial reference standard for human recombinant interferon α-2b

№
п/п
Item 
No.

Фактор промежуточной прецизионности 
(клетки, вирус, метод учета, аналитик)

Intermediate precision factor
(cell line, virus, result recording method, analyst)

Число образцов, n
Number of samples, n

Аср, МЕ/мл
Average potency, IU/mL

S, МЕ/мл
S, IU/mL RSD, %

1 MDBK, VSV
Инструментальный учет
Аналитик 1
MDBK, VSV
Instrumental method
Analyst 1

n1=6 4,659×108 3,637×107 7,8

2 MDBK, VSV
Инструментальный учет
Аналитик 2
MDBK, VSV
Instrumental method
Analyst 2

n2=6 4,559×108 2,279×107 5,0

3 A549, EMC
Инструментальный учет
Аналитик 1
A549, EMC
Instrumental method
Analyst 1

n1=3 4,644×108 4,2×107 9,1

4 A549, EMC
Инструментальный учет
Аналитик 2
A549, EMC
Instrumental method
Analyst 2 

n2=5 4,068×108 3,659×107 9,0

5 MDBK, VSV
Визуальный учет
Аналитик 1
MDBK, VSV
Visual method
Analyst 1

n1=5 4,332×108 3,485×107 8,04

6 MDBK, VSV
Визуальный учет
Аналитик 2
MDBK, VSV
Visual method
Analyst 2

n2=5 4,574×108 5,400×107 11,8

Таблица составлена авторами по собственным данным /The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. n1 — число образцов, исследуемых аналитиком 1; n2 — число образцов, исследуемых аналитиком 2; Аср — сред-
нее арифметическое значение показателя «Специфическая активность»; S — стандартное отклонение значений показателя; 
RSD — относительное стандартное отклонение; клетки: MDBK — перевиваемая клеточная линия почки быка, A549 — кле-
точная линия карциномы легких человека; вирусы: VSV — вирус везикулярного стоматита, штамм «Индиана» (№ 29), EMC — 
вирус энцефаломиокардита (№ VR 129B).
Note. n1, number of samples tested by analyst 1; n2, number of samples tested by analyst 2; S, standard deviation; RSD, relative 
standard deviation. Cells: MDBK, Madin–Darby bovine kidney; A549, human lung adenocarcinoma cells. Viruses: VSV, vesicular 
stomatitis virus, Indiana serotype (National Virus Collection, 29); EMC, encephalomyocarditis virus (ATCC, VR-129B).
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RSD=14,49%), входят в интервал значе-
ний аттестованной характеристики (от 3,67 
до 6,27 МЕ/мл) и подтверждают стабильность 
размороженного СО.

Срок годности ФСО чрИФН-α-2b установлен 
по сроку годности соответствующего препарата 
при хранении при температуре не выше ми-
нус 40 °С.

Таблица 3. Результаты статистического анализа результатов испытаний с t-критерием Стьюдента
Table 3. Statistical analysis of test results using Student’s t-test

Метод учета 
результа-

тов, клетки, 
вирус, 

аналитик
Result 

recording 
method, cell 
line, virus, 
analyst

Наименова-
ние фактора 
промежуточ-
ной преци-
зионности

Intermediate 
precision 

factor

Число 
испытаний
Number of 

tests

Число 
степеней 
свободы, 

df
Number of 
degrees of 
freedom, 

df

Значение 
t-критерия Стью-
дента, рассчитан-

ное по экспе-
риментальным 

данным, tэксп
Student’s 

t-test value for 
experimental data, 

texp

Критическое зна-
чение t-критерия 

Стьюдента,
tтабл (df;0,05)

Critical value of 
Student’s t-test,

tcrit (df;0,05)

Достигнутый 
уровень 

значимости, p
Achieved level 
of significance, 

p-value

Вывод о ста-
тистической 
значимости/
незначимо-

сти различий
Conclusion 

on statistical 
significance/
insignificance 
of differences

Сравнение результатов, полученных разными аналитиками
Comparison of results obtained by different analysts

Инструмен-
тальный 
учет,
MDBK, VSV
Instrumental 
method,
MDBK, VSV 

Аналитик 1
Аnalyst 1

nаналитик1=6
nanalyst1=6

10 0,5718 tтабл (df = 10;0,05)=2,2281
tcrit (df = 10;0,05)=2.2281 0,5801 Не значимо

InsignificantАналитик 2
Аnalyst 2

nаналитик2=6
nanalyst2=6

Инструмен-
тальный 
учет,
A549, EMC
Instrumental 
method,
A549, EMC 

Аналитик 1
Аnalyst 1

nаналитик1=3
nanalyst1=3

6 1,9612 tтабл (df = 6;0,05)=2,447
tcrit (df = 6;0,05)=2.447 0,0868 Не значимо

InsignificantАналитик 2
Аnalyst 2

nаналитик2=5
nanalyst2=5

Визуальный 
учет, MDBK, 
VSV
Visual 
method,
MDBK, VSV 

Аналитик 1
Аnalyst 1

nаналитик1=5
nanalyst1=5

8 0,8440 tтабл (df = 8;0,05)=2,306
tcrit (df = 8;0,05)=2.306 0,4232 Не значимо

InsignificantАналитик 2
Аnalyst 2

nаналитик2=5
nanalyst2=5

Сравнение результатов, полученных инструментальным методом с использованием культуры клеток MDBK/вирус VSV 
и культуры клеток A549/вирус EMC

Comparison of results recorded instrumentally using MDBK/VSV and A549/EMC combinations

Инструмен-
тальный 
учет,
Аналитик 
1, 2
Instrumental 
method,
Аnalyst 1, 2

MDBK, VSV
MDBK, VSV 

nаналитик1,2=12
nanalyst1,2=12

18 1,7567 tтабл (df = 18;0,05)=2,101
tcrit (df = 18;0,05)=2.101 0,0702 Не значимо

InsignificantA549, EMC
A549, EMC 

nаналитик1,2=8
nanalyst1,2=8

Сравнение результатов, полученных инструментальным и визуальным методом
Comparison of results recorded by instrumental and visual methods

Аналитик 
1, 2,
MDBK, VSV
A549, EMC
Аnalyst 1, 2
MDBK, VSV
A549, EMC

Инструмен
тальный учет
Instrumental 
method

Nинстр=20
Ninstrumental=20

28 1,1589 tтабл (df = 28;0,05)=2,048
tcrit (df = 28;0,05)=2.048 0,8695 Не значимо

Insignificant
Визуальный 
учет
Visual method

Nвизуальный=10
Nvisual=10

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. Клетки: MDBK — перевиваемая клеточная линия почки быка, A549 — клеточная линия карциномы легких челове-
ка; вирусы: VSV — вирус везикулярного стоматита, штамм «Индиана» (№ 29), EMC — вирус энцефаломиокардита (№ VR 129B).
Note. Cells: MDBK, Madin–Darby bovine kidney; A549, human lung adenocarcinoma cells. Viruses: VSV, vesicular stomatitis virus, 
Indiana serotype (National Virus Collection, 29); EMC, encephalomyocarditis virus (ATCC, VR-129B).
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Выводы
1.	 Аттестован фармакопейный стандартный об-

разец для оценки специфической активности 
человеческого рекомбинантного интерферо-
на α-2b. Значение аттестованной характери-
стики фармакопейного стандартного образца 
активности человеческого рекомбинантного 
интерферона α-2b, установленное относи-
тельно международного стандартного образ-
ца, составило 4,47×108  МЕ/мл, расширенная 
неопределенность: 8,12×107  МЕ/мл (коэффи-
циент охвата 2; уровень доверия ~95%).

2.	 Подтверждена стабильность размороженно-
го фармакопейного стандартного образца 
по показателю «Специфическая активность» 
после хранения в течение 1 мес. при темпе-
ратуре 2–8 °С.

3.	 Установлен срок годности аттестованного 
фармакопейного стандартного образца ак-
тивности человеческого рекомбинантного 
интерферона α-2b при хранении при темпе-
ратуре не выше минус 40 °С.

4.	 Разработана и утверждена в установленном 
порядке сопроводительная документация 
(паспорт, макет этикетки первичной и вто-
ричной упаковки, инструкция по примене-
нию ФСО).

5.	 Стандартный образец включен в Реестр фар-
макопейных стандартных образцов Государ
ственной фармакопеи Российской Федера-
ции с реестровым номером ФСО.3.2.004559 
и наименованием «Интерферон альфа-2b че-
ловеческий рекомбинантный (специфическая 
активность)».
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РЕЗЮМЕ	 АКТУАЛЬНОСТЬ. При контроле качества препаратов терапевтических моноклональных 
антител важной задачей является определение остаточного белка А, появление которого 
связано с вымыванием из носителя в процессе аффинной хроматографической очистки 
антител. Иммуноферментное определение белка А осложняется эффектом влияния при-
сутствия неродственных соединений (иммуноглобулины) в образце (эффект матрицы), 
что может приводить к ложноотрицательным результатам анализа. Для повышения эф-
фективности иммуноферментного анализа (ИФА) необходимо разработать этап пробо-
подготовки образцов, позволяющий необратимо разорвать связь в комплексе «белок А — 
моноклональное антитело».
ЦЕЛЬ. Разработка и валидация аналитической методики иммуноферментного опреде-
ления остаточного белка А в фармацевтических субстанциях терапевтических монокло-
нальных антител с использованием набора реагентов для ИФА на основе реактивов соб-
ственного производства (in-house).
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В качестве антигена использовали рекомбинантный белок А. 
Наработку поликлональных антител к белку А проводили путем иммунизации кур с по-
следующим отбором яиц и выделением из них антител. Специфичные к белку А антитела 
очищали с применением аффинной хроматографии. Остаточный белок А определяли по-
сле предварительной пробоподготовки образцов с помощью сэндвич-ИФА. Валидацию 
методики проводили в соответствии с требованиями Государственной фармакопеи Рос-
сийской Федерации (ОФС.1.1.0012).
РЕЗУЛЬТАТЫ. Наработаны, выделены и очищены куриные антитела (IgY) против реком-
бинантного белка А. Разработаны условия пробоподготовки и методика для проведения 
иммуноферментного определения остаточного белка А. Подобраны оптимальные соста-
вы буферных растворов, в том числе состав денатурирующего буфера для разрушения 
комплекса «белок А — моноклональное антитело». Проведена валидация разработанной 
методики. Измеряемые значения белка А при оценке правильности методики находились 
в пределах 83–108% от номинального, при оценке межлабораторной прецизионности — 
в пределах 96–116%, при оценке повторяемости — до 13%. Нижний предел количествен-
ного определения составил 10 нг/мл при минимально необходимом разведении 1:10. 
Аналитическая область методики — от 10 до 40 нг/мл. Методика показала сопоставимые 
результаты по сравнению с аналогичным набором реагентов иностранного производства.
ВЫВОДЫ. Разработанная методика определения остаточного белка А c использованием 
набора реагентов для иммуноферментного анализа на основе реактивов собственного 
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производства позволяет минимизировать эффект матрицы в препаратах терапевтических 
моноклональных антител. Применение методики позволит решить проблему импорто-
замещения и снизить затраты на контроль качества российских иммунобиологических 
препаратов.

Ключевые слова: 	 белок А; определение остаточного белка А; терапевтические моноклональные антитела; 
комплекс «белок А — моноклональное антитело»; куриные иммуноглобулины IgY; аффин-
ная хроматографическая очистка антител; иммуноферментный анализ; валидация мето-
дики; эффект матрицы; пробоподготовка образцов

Для цитирования: 	 Ноздрина Е.В., Мазалев Д.А., Рогозина Д.Р., Живодеров C.П., Лягоскин И.В., Шукуров Р.Р. 
Разработка и валидация методики определения остаточного белка А в фармацевтических 
субстанциях терапевтических моноклональных антител. БИОпрепараты. Профилактика, 
диагностика, лечение. 2024;24(1):32–45. https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-1-32-45

Финансирование. Исследования выполнялись в рамках научно-исследовательской работы АО «ГЕНЕРИУМ».
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов, требующего раскрытия в данной статье.

Development and validation of an analytical 
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protein A in active substances of therapeutic 
monoclonal antibodies
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ABSTRACT	 SCIENTIFIC RELEVANCE. An important quality-control issue for therapeutic monoclonal anti-
bodies (mAbs) is the determination of residual protein A leaching from the carrier during the 
purification of mAbs by affinity chromatography. However, unrelated compounds (immuno-
globulins) present in the sample can complicate the immunoenzymatic detection of protein A 
(matrix effect), potentially leading to false-negative test results. To increase the efficiency of 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), it is necessary to develop a sample preparation 
step that can irreversibly break the bond in the protein A–mAb complex.
AIM. This study aimed to develop and validate an analytical procedure for the determination of 
residual protein A in active substances of therapeutic mAbs by ELISA with a test kit comprising 
in-house reagents.
MATERIALS AND METHODS. Recombinant protein A was used as an antigen. Polyclonal an-
tibodies to protein A were produced by immunising chickens, selecting immunised eggs, and 
isolating antibodies from these eggs. Protein A-specific antibodies were purified by affinity 
chromatography. Residual protein A was determined using sandwich ELISA with preliminary 
sample preparation. The analytical procedure was validated in accordance with the require-
ments of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation (Validation of Analytical Proce-
dures, OFS.1.1.0012).
RESULTS. The authors obtained, isolated, and purified chicken IgY antibodies to recombinant 
protein A. The authors selected sample preparation conditions for the determination of resid-
ual protein A by ELISA and optimum compositions of buffer solutions, including the composi-

Nozdrina E.V., Mazalev D.A., Rogozina D.R., Zhivoderov S.P., Lyagoskin I.V., Shukurov R.R. Development 
and validation of an analytical procedure for the determination of residual pro-
tein A in active substances of therapeutic monoclonal antibodies
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tion of a denaturing buffer to disrupt the protein A–mAb complex. The developed analytical 
procedure was validated. According to the measurements of protein A, the accuracy of the an-
alytical procedure ranged within 83–108% of the nominal value, the interlaboratory precision 
ranged within 96–116%, and the repeatability was up to 13%. The lower limit of quantitation 
was 10 ng/mL with a minimum required dilution of 1:10. The analytical range extended from 
10 to 40 ng/mL. The analytical procedure showed results comparable to those obtained with 
a similar test kit from an international manufacturer.
CONCLUSIONS. The developed analytical procedure for the determination of residual protein A 
by ELISA with a test kit comprising in-house reagents can minimise the matrix effect in ther-
apeutic mAbs. This analytical procedure will alleviate import substitution and reduce quality 
control costs for Russian immunobiologicals.

Keywords: 	 protein A; determination of residual protein A; therapeutic monoclonal antibodies; mAb; pro-
tein A–mAb complex; chicken IgY immunoglobulins; purification of antibodies by affinity chro-
matography; immunoenzyme assay; validation of analytical procedures; matrix effect; sample 
preparation
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Введение
Благодаря способности связывать иммуногло-

булины белок А золотистого стафилококка широ-
ко применяется в практической биотехнологии 
и биохимии. В частности, аффинные сорбенты 
с белком А в качестве лиганда часто использу-
ются для выделения терапевтических монокло-
нальных антител в фармацевтическом произ-
водстве. Основные преимущества аффинной 
хроматографии на основе белка А при очистке 
терапевтических антител  — способность спе-
цифически связывать антитела и возможность 
достигать высокой чистоты продукта. Однако 
недостатком данного метода является эффект 
вымывания белка А из носителя — часть белка А 
(лиганд) элюируется с колонки совместно с ан-
тителом [1].

Белок А является одним из факторов пато-
генности Staphylococcus aureus за счет способ-
ности связываться с Fc-фрагментом иммуно-
глобулинов, однако кроме этого белок А может 
вызывать воспалительные реакции, иницииру-
емые взаимодействием с TNF-α, фактором фон 
Виллебранда и рецептором к C1q-компоненту 
комплемента (C1qR) [2]. Известно, что произ-
водственные примеси, присутствующие после 
очистки продукта (белки клетки-хозяина, липи-
ды или ДНК клеток-продуцентов, белки конта-
минирующих агентов и др.), могут индуцировать 
иммунный ответ или, выполняя роль адъюван-
тов, стимулировать иммунные реакции на целе-
вой рекомбинантный белок [3].

Используемый в настоящее время для аффин-
ной хроматографии белок А был модифицирован 
путем сайт-направленного мутагенеза с целью 
повышения рН, при котором возможно элюиро-
вание антител с аффинного носителя [4]. Однако 
присутствие остаточного белка А в конечном 
продукте, тем не менее, возможно, что является 
нежелательным, в связи с чем должно контроли-
роваться на всех этапах очистки.

Наиболее распространенными методами ана-
лиза остаточного белка А являются различные 
варианты иммуноферментного анализа (ИФА). 
Основной недостаток ИФА — невозможность 
обнаружения белка  А в низких концентраци-
ях (менее 1 нг/мл), что осложняется эффектом 
влияния присутствия неродственных соедине-
ний в образце (эффект матрицы), искажающим 
результаты.

На рынке представлены наборы реаген-
тов ИФА различных производителей: Cygnus 
Technologies (США), GenScript (США), R&D 
Systems (США) и др. Однако не все наборы реа-
гентов позволяют решить проблему, связанную 
с влиянием эффекта матрицы. Важным ограни-
чивающим фактором являются трудности, свя-
занные с логистикой иностранных наборов ре-
агентов и их высокой стоимостью. Разработка 
набора реагентов для ИФА на основе реактивов 
собственного производства (in-house) может ре-
шить проблему импортозамещения и снизить 
затраты на контроль качества российских имму-
нобиологических препаратов.
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Цель работы  — разработка и валидация 
аналитической методики иммуноферментно-
го определения остаточного белка А в фар-
мацевтических субстанциях терапевтических 
моноклональных антител с использованием на-
бора реагентов для ИФА на основе реактивов 
собственного производства (in-house).

Материалы и методы
Материалы

В работе использовали следующие реактивы:
–– на стадиях хроматографической очистки, 
разработки и валидации методики, а также 
при иммунизации животных использовали ре-
комбинантный белок А (АО «ГЕНЕРИУМ»);

–– полиэтиленгликоль 6000 (Sigma-Aldrich, кат. 
№ 81260);

–– для приготовления буферных раство-
ров использовали натрия фосфат 1-за-
мещенный 2-водный (PanReac AppliChem, 
кат. №  141677.0416), натрия хлорид (AKZO 
NOBEL Salt А/S, кат. № 11711/01-270421), на-
трия ацетат 3-водный (PanReac AppliChem, 
кат.  №  131632.1211), натрия гидрофосфат 
(Sigma-Aldrich, кат. № S9736);

–– ИФА проводили с использованием реаген-
тов: натрия гидрокарбонат (Sigma-Aldrich, 
кат. № S6297), натрия карбонат безводный 
(Sigma-Aldrich, кат. № S7795), натрия гидрок-
сид (PanReac AppliChem, кат. № 141687), бы-
чий сывороточный альбумин (Sigma-Aldrich, 
кат. № A7030), фосфатно-солевой буфер рН 
7,2–7,6 (ЭКО Сервис, кат. № В-60201), поли-
сорбат 20 (PanReac AppliChem, кат. № 142312), 
желатин (Sigma-Aldrich, кат. № G1890-100G), 
трис(гидроксиметил)аминометан (Scharlau, 
кат.  № TR04221000), тритон Х-100 (Sigma-Al-
drich, кат. № T9284), лимонная кислота безвод-
ная (PanReac AppliChem, кат. № 141808.1211), 
3-натрия цитрат 2-водный (PanReac AppliChem, 
кат. № 131655.1211), HEPES (BioFroxx, 
кат. № 1194KG001), 3,3’,5,5’ тетраметилбензи-
дин (Биотест Системы, кат. № 01016-1), сер-
ная кислота концентрированная (PanReac 
AppliChem, кат. № 471058), соляная кислота 
(PanReac AppliChem, кат. № 141020.1611), набор 
для конъюгирования (Bio-Rad, кат. № LNK004P), 
рекомбинантный белок L (Thermo Scientific™, 
кат. № 21189), набор реагентов Mix-N-Go Protein 
A Assay (Cygnus Technologies, США, кат. № F610).

Методы
Иммунизация. Экспериментальные работы 

проводили на базе ФГБНУ «Федеральный ис-
следовательский центр вирусологии и микро-
биологии» (ФГБНУ ФИЦВиМ) на курах-несушках  

породы Русская (виварий лаборатории моле-
кулярной вирусологии). Протокол исследо-
вания на животных был одобрен этическим 
комитетом ФГБНУ ФИЦВиМ (протокол № 05-23 
от 18.07.2023). Выбор экспериментальных жи-
вотных обусловлен следующими факторами: 
птичьи иммуноглобулины IgY (функциональ-
ный эквивалент IgG млекопитающих) не имеют 
сайтов связывания белка А; IgY накапливаются 
в желтках, что позволяет проводить гуманную 
иммунизацию без тотального отбора крови 
у животных [5, 6].

Проводили пятикратную иммунизацию с двух-
недельным интервалом. В качестве антигена 
использовали белок А (АО «ГЕНЕРИУМ») в со-
отношении 1:1 с полным адъювантом Фрейнда 
(для первого введения) или неполным адъюван-
том Фрейнда (для следующих введений). Отбор 
яиц осуществляли с 49 сут и до окончания им-
мунизации.

Выделение и очистка антител. Куриные ан-
титела выделяли путем осаждения полиэти-
ленгликолем 6000 по стандартной методике 
[7]. Осадок антител растворяли буфером, со-
держащим 15 мМ натрия фосфат, 150 мМ на-
трия хлорид, pH 7,4 из расчета 5 мл буфера 
на 1 желток.

Очистку антител проводили с использовани-
ем метода аффинной хроматографии с помо-
щью хроматографа AKTA avant 25 (GE HealthCare, 
Швеция) с применением сорбента с иммо-
билизованным белком А в качестве лиганда. 
Хроматографическую колонку Tricorn 10/150 (GE 
HealthCare, Швеция) объемом 10 мл перед нане-
сением образца промывали 5 объемами буфера 
для нанесения (15 мМ натрия фосфат, 150 мМ на-
трия хлорид, pH 7,4) при скорости потока 380 см/ч. 
Антитела перед началом хроматографии разбав-
ляли буфером для нанесения в три раза и нано-
сили на колонку со скоростью потока 300 см/ч, 
после чего колонку промывали 5 объемами бу-
фера для нанесения и кондиционирующего бу-
фера (10  мМ натрия фосфат, 10 мM натрия аце-
тат, 50 мM натрия хлорид, pH 6,5) со скоростью 
380 см/ч. Элюцию проводили в присутствии кис-
лого буфера (50 мM натрия ацетат, 50 мМ натрия 
хлорид, pH 2,8) при скорости потока 300 см/ч. 
Момент начала сбора фракции соответствовал 
значению оптической плотности элюата 20 mAU 
при длине волны 280 нм; сбор фракции закан-
чивали (после прохождения максимума на кри-
вой элюции) при снижении значения оптической 
плотности до 30 mAU. По окончании элюции 
в целевую фракцию добавляли 0,5 M натрия 
гидрофосфат до конечной концентрации 50 мМ  
и 1 М натрия гидроксид до значения pH 7,0.
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Иммуноферментный анализ. Методика опре-
деления остаточного белка А в присутствии 
моноклональных антител основана на сэнд-
вич-ИФА с использованием образцов, про-
шедших предварительную подготовку. В лунки 
планшета для ИФА вносили куриные антитела 
к белку  А (0,5 мкг/лунка), сорбцию проводи-
ли в течение 14–16 ч при 5  °C. На этапе про-
боподготовки к образцам и калибровочным 
растворам добавляли денатурирующий буфер, 
инкубировали 15 мин при комнатной темпера-
туре. После инкубации и центрифугирования 
образцов 25  мкл супернатанта вносили в лун-
ки планшета с нейтрализующим буфером, ин-
кубировали 1,5 ч при 25  °C. Образовавшийся 
комплекс «белок А  — моноклональное анти-
тело» выявляли с помощью куриных антител 
к белку А (0,07  мкг/лунку), конъюгированных 
с пероксидазой хрена; инкубацию проводили 
в течение 1 ч при 25 °C. Оптическую плотность 
окрашенного продукта определяли с исполь-
зованием спектрофотометра xMark (Bio-Rad, 
США) при длинах волн 450/650 нм.

Результаты измерений обрабатывали автома-
тически с помощью программного обеспечения 
Microplate Manager (Bio-Rad, США) путем по-
строения калибровочного графика зависимости 
среднего значения оптической плотности каж-
дого из калибровочных растворов от десятич-
ного логарифма содержания белка А, применяя 
4-параметрическую логистическую функцию.

Приготовление модельных и калибровочных 
растворов. Калибровочные растворы готови-
ли путем внесения рекомбинантного белка  А 
в буферный раствор для разведения образцов 
до концентраций 10,00, 5,00, 2,50, 1,25, 0,63, 0,31 
и 0,16 нг/мл.

Для разработки методики готовили мо-
дельные образцы из 6 различных субстан-
ций моноклональных антител производства 
АО «ГЕНЕРИУМ» (A, B, C, D, E, F) с добавлением 
100 нг/мл белка А в каждую. Все модельные об-
разцы и субстанции (без внесения белка А) ис-
следовали в разведениях 1:40, 1:80, 1:160, 1:320.

Для проведения валидации методики (оцен-
ка правильности и прецизионности) готовили 
модельные образцы субстанции E. В субстан-
цию вносили рекомбинантный белок А до кон-
центрации 10, 16, 20, 24, 40 нг/мл. Для оценки 
специфичности в буфер готовой лекарственной 
формы моноклонального антитела на основе 
субстанции E добавляли 10 нг/мл, в субстан-
цию E  — 50 нг/мл рекомбинантного белка L 

(иммуноглобулин-связывающий белок, исполь-
зуемый для выделения моноклональных анти-
тел наряду с белком А).

Перед проведением валидационных испыта-
ний полученные модельные образцы разводили 
в 10, 20, 40 и 80 раз буфером для разведения.

Статистическая обработка результатов. 
Для оценки результатов валидации использо-
вали статистические методы анализа с вычис-
лением коэффициента вариации (coefficient of 
variation, CV, %) и степени извлечения (recov-
ery, R, %). Коэффициент вариации рассчиты-
вали как отношение стандартного отклонения 
(relative standard deviation, RSD) к среднему зна-
чению экспериментально установленной кон-
центрации белка А (найденное значение), вы-
раженное в процентах. Степень извлечения 
рассчитывали как отношение найденного зна-
чения к истинному значению концентрации бел-
ка  А, внесенному в модельный образец (номи-
нальное значение), выраженное в процентах1. 
Все расчеты проводили в программе Microsoft 
Office Excel 2016.

Результаты и обсуждение
Разработка методики определения остаточного 
белка А

На первом этапе разработки методики необ-
ходимым условием был подбор оптимальных 
составов буферных растворов для проведения 
ИФА. Для получения корректных результатов 
перед проведением анализа необходимо обес-
печить разрыв связи в комплексе «белок А — мо-
ноклональное антитело» и не допустить повтор-
ного образования комплекса (рис. 1) [8]. Подбор 
условий диссоциации осложняется природой 
образования комплекса, так как белок А может 
реагировать с Fc-фрагментом большинства IgG, 
Fab-фрагментом антител, содержащих VHIII до-
мен, и паратопом специфичных антител [9].

В ходе исследования взаимодействия бел-
ка А и IgG1 было показано, что при рН 3,0 раз-
рушаются электростатические взаимодействия 
молекулы белка А и иммуноглобулина и моле-
кулы диссоциируют [10]. Таким образом, на эта-
пе пробоподготовки рН испытуемых образ-
цов необходимо поддерживать на уровне 
не выше  3,0. Однако куриные иммуноглобули-
ны IgY активны в диапазоне pH от 3,5 до 11,0 [6], 
следовательно, перед нанесением на планшет 
для ИФА подкисленные образцы должны прой-
ти нейтрализацию. Нейтрализация образцов, 
в свою очередь, может привести к повторному 

1	 Bioanalytical method validation. Guidance for industry. U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug 
Administration, Center for Drug Evaluation and Research, Center for Veterinary Medicine; 2018.
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образованию комплекса «белок А  — монокло-
нальное антитело» и снижению чувствительно-
сти из-за эффекта матрицы [11]. Для решения 
этой проблемы необходимо было денатуриро-
вать моноклональные антитела таким образом, 
чтобы они не могли повторно взаимодейство-
вать с белком А (рис. 2).

Были подобраны оптимальные составы бу-
ферного раствора для разведения образцов, де-
натурирующего и нейтрализующего буферных 
растворов, которые образуют единую систему, 
позволяющую с достаточной правильностью 
определять аналит (табл. 1). Значения pH всех 
буферных растворов подобраны таким образом, 
что при добавлении в буфер для разведения 
денатурирующего буфера обеспечивается зна-
чение рН, равное 3,0, а при внесении подго-
товленных образцов в нейтрализующий буфер 
значение pH не сдвигается в сторону кислых 
значений.

С применением описанных буферных раство-
ров был проведен ИФА. В качестве образцов 
были использованы субстанции шести раз-
личных моноклональных антител, относящих-
ся к подклассам IgG1 (субстанции A, C, D и E), 
IgG2 (субстанция B), IgG4 (субстанция F), а также 
модельные образцы с внесением 100 нг/мл бел-
ка А в каждый образец субстанции. Результаты 

проведенных экспериментов показали эффек-
тивность денатурации и правильность методи-
ки: степень извлечения для модельных образцов 

Белок А
Protein A

Терапевтическое антитело
Therapeutic antibody

pH ≤ 3,0

pH > 3,0

Белок А
Protein A

Терапевтическое антитело
Therapeutic antibody

Куриные антитела к белку А
Chicken anti-protein A antibody

Куриные антитела к белку А, 
конъюгированные пероксидазой хрена
Chicken anti-protein A antibody 
conjugated to horseradish peroxidaseДетергент

Detergent

pH ≤ 3,0 6,5 < pH < 8,5

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is pre-
pared by the authors using their own data

Рис. 1. Схематичное изображение комплекса «белок А  — 
моноклональное антитело» и его диссоциации. А — при pH 
выше 3,0 антитело и белок А существуют в виде комплекса; 
В — при pH ниже 3,0 все связи в комплексе разрушаются, 
антитело и белок А диссоциируют.

Fig. 1. Schematic image of the protein A–monoclonal antibody 
complex and its dissociation. A, the antibody and protein 
A exist as a complex at a pH above 3.0; B, all bonds in the 
complex are destroyed, and the antibody and protein A are 
dissociated at a pH below 3.0.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Схематичное представление разработанной методики определения остаточного белка А. А — комплекс «белок А — 
моноклональное антитело»; В — комплекс диссоциирует при pH не выше 3,0, детергент блокирует повторное связывание 
терапевтического антитела с белком А; С — свободный белок А вступает в реакцию иммуноферментного анализа при зна-
чениях рН от 6,5 до 8,5.

Fig. 2. Schematic representation of the developed analytical procedure for the determination of residual protein A. A, a protein 
A–monoclonal antibody complex; B, the protein A–monoclonal antibody complex dissociates at a pH no higher than 3.0, and the 
detergent blocks the re-binding of the therapeutic antibody to protein A; C, free protein A reacts in the enzyme immunoassay at 
a pH of 6.5 to 8.5.

А B

А CB
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не выходила за пределы 20% отклонения от но-
минального значения (рис. 3). При этом эффек-
тивность ИФА не зависела от подкласса IgG. 
Содержание белка А в субстанциях без внесе-
ния белка А было ниже предела чувствительно-
сти методики, поэтому было приравнено к нулю 
(данные не представлены).

Валидация методики определения остаточного 
белка А

Валидацию методики проводили с исполь-
зованием субстанции Е в соответствии с требо-
ваниями Государственной фармакопеи Россий
ской Федерации XV изд. (ГФ РФ XV)2 и Решения 

Коллегии Евразийской экономической комис-
сии № 1133. Согласно указанным документам 
аналитическая методика количественного 
определения примесей должна быть оценена 
по следующим валидационным характеристи-
кам: правильность (accuracy), повторяемость 
(repeatability), промежуточная (внутрилабора-
торная) прецизионность (intermediate (intra-lab-
oratory) precision), селективность (selectivity), 
специфичность (specificity), нижний предел 
количественного определения (lower limit of 
quantification), линейность (linearity), диапазон 
применения (аналитическая область) (range). 
Кроме перечисленных критериев также были 

2	 ОФС.1.1.0012 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1; 2023.
3	 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии № 113 от 17.07.2018 «Об утверждении Руководства по валида-

ции аналитических методик проведения испытаний лекарственных средств».

Таблица 1. Описание буферных растворов
Table 1. Description of buffer solutions

Наименование
Name

Описание*
Description*

Буферный раствор для разведения 
образцов
Sample dilution buffer

Трис-содержащий буферный раствор с протектором, защищающим белок А  
от денатурации
Tris-containing buffer solution with a protector that shields protein A from denaturation

Денатурирующий буферный раствор
Denaturing buffer

Цитратный буфер, поддерживающий оптимальное значение pH для реакции, 
содержащий детергенты, обеспечивающие необратимую денатурацию 
иммуноглобулинов
Citrate buffer that maintains the optimum pH value for the reaction, containing detergents 
that ensure irreversible denaturation of immunoglobulins

Нейтрализующий буферный раствор
Neutralising buffer 0,1 М HEPES

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. * — состав буферных растворов оформлен в виде заявки на получение ноу-хау АО «ГЕНЕРИУМ» №534.
Note. *, the authors filed a know-how request for the composition of buffer solutions (know-how No. 534 of GENERIUM JSC).

Субстанция F с внесением 100 нг/мл белка А 
(найденное значение 99,367 нг/мл)
Substance F with 100 ng/mL protein A (measured concentration: 99.367 ng/mL)

Субстанция E с внесением 100 нг/мл белка А 
(найденное значение 91,975 нг/мл)
Substance E with 100 ng/mL protein A (measured concentration: 91.975 ng/mL)

Субстанция А с внесением 100 нг/мл белка А 
(найденное значение 96,040 нг/мл)
Substance A with 100 ng/mL protein A (measured concentration: 96.040 ng/mL)

Субстанция B с внесением 100 нг/мл белка А 
(найденное значение 97,696 нг/мл)
Substance B with 100 ng/mL protein A (measured concentration: 97.696 ng/mL)

Субстанция C с внесением 100 нг/мл белка А 
(найденное значение 93,947 нг/мл)
Substance C with 100 ng/mL protein A (measured concentration: 93.947 ng/mL)

Субстанция D с внесением 100 нг/мл белка А 
(найденное значение 91,684 нг/мл)
Substance D with 100 ng/mL protein A (measured concentration: 91.684 ng/mL)
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Определение содержания белка А в модельных образцах методом иммуноферментного анализа. Данные пред-
ставлены в виде найденного значения содержания белка А в каждом модельном образце и допустимой ошибки анализа 
(100±20%). В легенде представлено описание модельных образцов.

Fig. 3. Results of measuring protein A in simulated samples using enzyme immunoassay. The data are presented as the measured pro-
tein A concentration in each simulated sample and the acceptable analysis error (100±20%). The legend lists the simulated samples.
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оценены минимально необходимое разведение 
(minimum required dilution) и межлабораторная 
прецизионность (inter-laboratory precision).

Оценка правильности между аналитическими 
циклами и внутрилабораторной прецизионности. 
Правильность между аналитическими циклами 
и внутрилабораторная прецизионность оцени-
вались совместно в шести независимых опытах 
(табл. 2). Пять модельных образцов, содержащих 
от 10 до 40 нг/мл белка А, и субстанцию без внесе-
ния белка А испытывали в четырех разведениях 
в двух повторностях каждое (раздел «Материалы 
и методы», подраздел «Приготовление модель-
ных и калибровочных растворов»). В испытаниях 
участвовали два аналитика, каждый из которых 
не проводил более одного опыта для оценки 
правильности в один день. После расчета сред-
него значения (по шести опытам) для каждого 
образца определяли степень извлечения (R, %) 
и коэффициент вариации и оценивали их прием-
лемость по критериям:

–– для образцов с концентрацией белка А 10 нг/мл 
значение R должно быть в пределах 75–125%, 
для остальных образцов — 80–120%;

–– для образцов с концентрацией белка А 10 нг/мл  
значение CV не должно превышать 25%, 
для остальных образцов — 20%.
Значения R и CV в каждом опыте удовлетворя-

ли установленным критериям, что подтвердило 
правильность и прецизионность методики меж-
ду аналитическими циклами.

Оценка правильности и прецизионности вну-
три аналитического цикла. Правильность вну-
три аналитического цикла и прецизионность 
(повторяемость) оценивались совместно в пяти 
независимых опытах (табл. 3). В каждом опы-
те анализировали шесть независимых повтор-
ностей одного из шести модельных образцов 
в четырех разведениях в двух повторностях 
каждое (раздел «Материалы и методы», подраз-
дел «Приготовление модельных и калибровоч-
ных растворов»). После расчета среднего значе-
ния (по шести повторностям) каждого образца 
определяли R и CV и оценивали их приемлемость 
по критериям аналогично оценке правильности 
между циклами и повторяемости.

Полученные значения R и CV для каждого мо-
дельного образца удовлетворяли установлен-
ным критериям приемлемости. Таким образом, 
правильность и прецизионность методики вну-
три аналитического цикла были подтверждены.

Оценка специфичности и селективности. 
Методика должна однозначно оценивать содер-
жание определяемого вещества в присутствии 
сопутствующих компонентов. Поэтому селектив-
ность и специфичность методики определения 

остаточного белка А оценивались путем изме-
рения содержания белка А в трех модельных 
образцах:
1)	буфер готовой лекарственной формы мо-

ноклонального антитела на основе субстан-
ции E;

2) 	буфер готовой лекарственной формы, содер-
жащий 10 нг/мл белка А;

3) 	субстанция E, содержащая 50 нг/мл белка L.
Оптическая плотность в разведениях мо-

дельного образца 1 не превышала оптическую 
плотность буферного раствора для разведе-
ния образцов без белка А, поэтому содержа-
ние анализируемого вещества приравнивалось 
к 0 (табл. 4). В модельном образце 2 содержание 
белка А определялось с необходимой правиль-
ностью: R в пределах 80–120%. Полученные ре-
зультаты подтверждают отсутствие перекрест-
ной реакции с компонентами раствора.

Отсутствие реакции с белком L в разведе-
ниях модельного образца 3 указывает на спе-
цифичность используемых в анализе антител 
к белку А и отсутствие перекрестной реакции 
с другим белком, способным связывать имму-
ноглобулины.

Оценка нижнего предела количественного 
определения и минимально необходимого разве-
дения. Нижний предел количественного опре-
деления (НПКО) субстанции напрямую зави-
сит от минимально необходимого разведения. 
Валидируемая методика имеет ограничения, 
связанные с содержанием моноклональных 
антител в растворе. Если концентрация анти-
тел в образце превышает 2 мг/мл, то наблю-
дается эффект матрицы, что приводит к лож-
ноотрицательным результатам анализа. Таким 
образом, субстанция Е, содержащая 20 мг/мл 
белка, должна быть разведена не менее чем 
в 10 раз. Каждый проведенный эксперимент 
подтвердил, что образцы субстанции Е, со-
держащие белок А в диапазоне 10–40 нг/мл, 
в разведении 1:10 определялись с требуемой 
правильностью.

В качестве НПКО выбрано значение 10 нг/мл 
белка А, так как оптическая плотность двух по-
следовательных разведений такого образца 
(1:10 и 1:20) превосходила оптическую плот-
ность наименьшего калибровочного раствора, 
а содержание белка А определялось с требуе-
мой правильностью.

Оценка линейности и аналитической области. 
Линейность и аналитическая область оценива-
лись совместно с правильностью между анали-
тическими циклами. Регрессионная зависимость 
среднего значения найденной в модельных об-
разцах концентрации белка А от фактически 
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Таблица 2. Результаты оценки правильности между опытами и внутрилабораторной прецизионности методики определе-
ния остаточного белка А
Table 2. Results of assessing the between-run accuracy and intermediate precision of the analytical procedure for the determina-
tion of residual protein A

Номинальное значение 
концентрации белка А, нг/мл

Nominal concentration 
of protein A, ng/mL

Номер опыта
Experiment 

number

Найденное значение 
концентрации белка А, нг/мл

Measured protein A 
concentration, ng/mL

Среднее значение ± RSD, 
нг/мл

Mean ± RSD, ng/mL
R, % CV, %

0

1 0

0 – –

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

10

1 9,169

9,738±0,770 97 8

2 10,278

3 10,206

4 8,429

5 10,028

6 10,315

16

1 15,023

16,312±1,112 102 7

2 14,883

3 16,719

4 17,018

5 17,630

6 16,597

20

1 18,649

19,485±0,747 97 4

2 19,392

3 18,796

4 19,495

5 20,687

6 19,892

24

1 23,144

23,430±0,919 98 4

2 23,468

3 22,562

4 22,426

5 24,230

6 24,747

40

1 41,133

39,182±2,106 98 5

2 37,376

3 35,872

4 40,763

5 39,533

6 40,416

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. R — степень извлечения; CV — коэффициент вариации; RSD — относительное стандартное отклонение; «–» не 
применимо.
Note. R, recovery; CV, coefficient of variation; RSD, relative standard deviation; –, not applicable.
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Таблица 3. Результаты оценки правильности и прецизионности внутри аналитического цикла методики определения оста-
точного белка А
Table 3. Results of assessing the within-run accuracy and precision of the analytical procedure for the determination of residual 
protein A

Номинальное значение 
концентрации белка А, нг/мл

Nominal concentration  
of protein A, ng/mL

Номер 
повторности

Replicate number

Найденное значение 
концентрации белка А, нг/мл

Measured protein A 
concentration, ng/mL

Среднее значение ± RSD, 
нг/мл

Mean ± RSD, ng/mL
R, % CV, %

0

1 0

0 – –

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

10

1 8,876

8,303±0,608 83 11

2 8,656

3 8,812

4 7,721

5 8,339

6 7,411

16

1 13,616

13,854±0,496 87 5

2 14,578

3 13,114

4 13,923

5 13,746

6 14,147

20

1 19,815

18,616±0,838 93 7

2 17,863

3 18,464

4 18,168

5 17,896

6 19,488

24

1 27,918

25,934±1,550 108 13

2 27,726

3 25,506

4 25,573

5 24,666

6 24,217

40

1 38,107

38,962±1,296 97 4

2 41,535

3 38,234

4 38,930

5 38,326

6 38,638

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. R — степень извлечения; CV — коэффициент вариации; RSD — относительное стандартное отклонение; «–» не 
применимо.
Note. R, recovery; CV, coefficient of variation; RSD, relative standard deviation; –, not applicable.
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внесенной концентрации имеет линейный ха-
рактер (рис. 4).

Коэффициент корреляции (R2) полученной 
линейной функции составил 0,9985, k=0,9242, 
что соответствует заданным критериям при-
емлемости (R2≥0,99; 0,8≤k≤1,2). Аналитическая 
область была определена как интервал концен-
трации остаточного белка А от 10 до 40 нг/мл, 
что представляет собой диапазон 50–200% от до-
пустимого содержания белка А в субстанции Е 
(20 нг/мл).

Оценка межлабораторной прецизионности. 
Межлабораторную прецизионность оценивали 
как отношение среднего значения найденной 
в модельных образцах концентрации белка  А 
аналитиками второй лаборатории к среднему 
значению найденной в модельных образцах 
концентрации белка А аналитиками первой 
лаборатории (R, %). Полученные результаты 
(табл.  5) оценивались согласно критерию при-
емлемости: отношение должно находиться в ин-
тервале от 80 до 120% (для модельного образца 
10 нг/мл — от 75 до 125 %).

Результаты оценки межлабораторной преци-
зионности удовлетворяли заданным критериям. 
Таким образом, воспроизводимость методики 
была подтверждена.

Сравнение разработанной методики 
c использованием набора реагентов для ИФА 
на основе реактивов собственного производства 
(in-house) с коммерческим набором реагентов

Так как разработанная методика соответ-
ствовала всем валидационным критериям, 
на следующем этапе работы была рассмотрена 
ее пригодность в качестве альтернативы ком-
мерческому набору реагентов Mix-N-Go Protein 
A Assay.

Проводили параллельное измерение со-
держания белка А в двух субстанциях (D и E) 
и их полупродуктах (промежуточные продукты 
процесса хроматографической очистки), по-
лученных на производстве, с использованием 
набора реагентов для ИФА на основе реак-
тивов собственного производства (in-house) 
и коммерческого набора реагентов Mix-N-Go 
Protein A Assay (табл. 6). Определение содер-
жания белка А в полупродуктах необходимо 
в рамках характеризации и валидации процес-
са очистки. Результаты, полученные с помощью 
набора реагентов для ИФА на основе реактивов 

Номинальное значение
концентрации белка А, нг/мл

Nominal protein A concentration, ng/mL

y = 0,9242x + 1,425
R2 = 0,9985
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is pre-
pared by the authors using their own data

Рис. 4. Оценка линейности методики определения оста-
точного белка А. Данные представлены в виде регрессион-
ной зависимости среднего значения найденной в модель-
ных образцах концентрации белка А от их номинального 
значения. На графике приведены уравнение полученной 
линейной функции и коэффициент вариации.

Fig. 4. Results of assessing the linearity of the analytical proce-
dure for the determination of residual protein A. The data are 
presented as a regression of the mean protein A concentration 
measured in simulated samples versus the nominal concen-
tration. The graph shows the equation of the resulting linear 
function and the coefficient of variation.

Таблица 4. Результаты оценки специфичности методики определения остаточного белка А
Table 4. Results of assessing the specificity of the analytical procedure for the determination of residual protein A

Параметр
Parameter

Модельный образец
Simulated sample

Буфер готовой 
лекарственной 

формы
Formulation buffer

Буфер готовой лекарственной фор-
мы, содержащий 10 нг/мл белка А

Formulation buffer containing  
10 ng/mL protein A

Субстанция E, содержа-
щая 50 нг/мл белка L
Substance E containing  

50 ng/mL protein L

Найденное значение концентрации 
белка А, нг/мл
Measured protein A concentration, ng/mL

0 10,209 0

R, % – 102 –

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. R — степень извлечения; «–» — не применимо.
Note. R, recovery; –, not applicable.
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собственного производства, находились в пре-
делах 80–120% от значений, полученных с при-
менением коммерческого набора, что указывает 
на сопоставимость полученных данных и воз-
можность применения разработанной методики 
для определения содержания белка А не только 
в субстанции, но и в ее полупродуктах.

Выводы
1.	 Разработана методика определения остаточно-

го белка А в фармацевтических субстанциях 
терапевтических моноклональных антител 
с использованием набора реагентов для имму-
ноферментного анализа на основе реактивов 
собственного производства (in-house). Подобран 

Таблица 5. Результаты оценки межлабораторной прецизионности методики определения остаточного белка А
Table 5. Results of assessing the inter-laboratory precision of the analytical procedure for the determination of residual protein A 

Номинальное значение 
концентрации белка А, нг/мл

Nominal concentration  
of protein A, ng/mL

Среднее найденное значение концентрации белка А, установленное 
аналитиками в лаборатории, нг/мл

Mean concentration of protein A, ng/mL, measured by analysts in R, %

Лаборатория № 1
Laboratory 1

Лаборатория № 2
Laboratory 2

0 0 0 –

10 9,738 11,261 116

16 16,312 17,359 106

20 19,485 19,351 99

24 23,430 23,768 101

40 39,182 37,687 96

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. R — степень извлечения; «–» — не применимо.
Note. R, recovery; –, not applicable.

Таблица 6. Сравнение разработанной методики определения остаточного белка А с коммерческим набором реагентов
Table 6. Comparison of the developed analytical procedure for the determination of residual protein A with a commercial test kit 

Испытуемый образец
Test sample

Найденное значение концентрации белка А, нг/мл
Measured protein A concentration, ng/mL

R, % CV, %Набор реагентов Mix-N-Go 
Protein A Assay

Mix-N-Go Protein A Assay Kit

Набор реагентов для ИФА на основе реакти-
вов собственного производства (in-house)

In-house ELISA test kit

Полупродукт субстанции D № 1
Intermediate substance D1 88,873 108,951 82 14

Полупродукт субстанции D № 2
Intermediate substance D2 69,588 76,810 91 7

Полупродукт субстанции D № 3
Intermediate substance D3 25,676 23,633 109 6

Полупродукт субстанции D № 4
Intermediate substance D4 0 0 – –

Субстанция D
Substance D 7,923 7,989 99 1

Полупродукт субстанции Е № 1
Intermediate substance E1 46,639 52,061 89 8

Полупродукт субстанции Е № 2
Intermediate substance E2 0 0 – –

Полупродукт субстанции Е № 3
Intermediate substance E3 0 0 – –

Субстанция Е
Substance E 0 0 – –

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. R — степень извлечения; CV — коэффициент вариации; «–» не применимо.
Note. R, recovery; CV, coefficient of variation; –, not applicable.
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состав буферных растворов для проведения ана-
лиза (буфер для разведения образцов, денатури-
рующий и нейтрализующий буферы), что позво-
лило решить проблему эффекта матрицы.

2. 	Проведена валидация методики определения 
остаточного белка А. Установлено, что мето-
дика соответствует всем валидационным па-
раметрам: полученные значения при оценке 
правильности методики находились в пре-
делах 83–108% от номинального, при оценке 
межлабораторной прецизионности  — в пре-
делах 96–116%, при оценке повторяемости — 
до 13%. Нижний предел количественного 
определения составил 10 нг/мл, минимально 

необходимое разведение  — 1:10, аналитиче-
ская область — 10–40 нг/мл.

3.	 Результаты, полученные с помощью набора 
реагентов для иммуноферментного анали-
за с реактивами собственного производства 
(in-house), сопоставимы с данными, получае-
мыми при использовании коммерческого на-
бора реагентов иностранного производства. 
Применение разработанной методики опреде-
ления остаточного белка А и набора реагентов 
с реактивами собственного производства поз-
волит решить проблему импортозамещения 
и снизить затраты на контроль качества рос-
сийских иммунобиологических препаратов.
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РЕЗЮМЕ	 АКТУАЛЬНОСТЬ. При контроле качества протеолитических ферментов, входящих в со-
став лекарственных препаратов, активность протеаз определяется спектрофотометри-
чески, измерением амидазной или эстеразной активности с синтетическим субстратом, 
и протеолитической по методу Ансона. Данные методы требуют специальных субстратов, 
обладают низкой чувствительностью, а их специфичность может оказаться недостаточ-
ной и приводить к серьезным ошибкам. Альтернативный подход определения активности 
протеаз реализуется путем количественного масс-спектрометрического измерения, кото-
рое обеспечивается добавлением к продуктам гидролиза испытуемого фермента пептида 
с изотопной меткой. Такой подход позволяет определять протеолитическую активность, 
причем по гидролизу конкретных пептидных связей, одновременно с подтверждени-
ем подлинности и специфичности испытуемого образца с высокой чувствительностью 
и без использования специальных субстратов.
ЦЕЛЬ. На примере трипсина и казеина исследовать возможность определения активно-
сти фермента методом количественной масс-спектрометрии с меткой 18О одновременно 
с подтверждением подлинности.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Использовали трипсин, казеин, H2

18O (НПО «Изотоп», Россия). 
Разделение пептидов проводили с помощью системы ВЭЖХ Agilent 1100, масс-спектры 
получали с использованием масс-спектрометра MALDI-TOF/TOF Bruker Ultraflex II. Коли-
чественный масс-спектрометрический анализ проводили, применяя пептид сравнения. 
Пептид получали путем гидролиза казеина трипсином с последующей очисткой с помо-
щью ВЭЖХ. Для получения пептида с изотопной меткой 18О исходный пептид высушивали 
и инкубировали в воде H2

18О. Количественное определение продукта проводили с при-
менением масс-спектрометрии MALDI-TOF. Для определения активности фермента и рас-
чета константы Михаэлиса (КМ) использовали метод количественной масс-спектрометрии 
с меткой 18О.
РЕЗУЛЬТАТЫ. При гидролизе казеина трипсином идентифицированы фрагменты, соответ-
ствующие цепям этого белка. Получен изотопно-меченый стандарт, концентрация кото-
рого была рассчитана масс-спектрометрически. Определена скорость гидролиза казеина 
трипсином и рассчитана КМ для трипсина, которая составила 13,65±0,60 мкМ. Стандартное 
отклонение значений повторных измерений показало, что ошибка измерений оказалась 
меньше по сравнению со спектрофотометрическим методом, а минимальная установлен-
ная чувствительность предложенного метода составила 0,50±0,08 мкМ.
ВЫВОДЫ. Подтверждена возможность применения метода количественного масс-спек-
трометрического анализа с меткой 18О для определения активности ферментов на примере 
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трипсина. Установленная чувствительность позволяет оценивать активность фермента 
одновременно с определением его подлинности и специфичности. Предложенный под-
ход является универсальным, не требует дорогостоящих материалов и реактивов, а также 
может быть легко адаптирован для определения активности практически любой протеазы.

Ключевые слова: 	 активность фермента; контроль качества препаратов ферментов; протеаза; 
протеолитическая активность; трипсин; казеин; масс-спектрометрия; ВЭЖХ; 
количественная протеомика; изотопная метка; 18O

Для цитирования: 	 Константинов М.А., Жданов Д.Д., Торопыгин И.Ю. Количественная масс-спектрометрия 
с меткой 18О как альтернативный подход к определению активности протеаз на при-
мере трипсина. БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2024;24(1):46–60.  
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-1-46-60

Финансирование. Работа выполнена в рамках Программы фундаментальных научных исследований в Российской Федерации на долгосроч-
ный период (2021–2030 годы) (№ 122030100168-2) с использованием оборудования ЦКП «Протеом человека».
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов, требующего раскрытия в данной статье.

Quantitative mass spectrometry 
with 18O labelling as an alternative approach 
for determining protease activity:  
an example of trypsin
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ABSTRACT	 SCIENTIFIC RELEVANCE. In the quality control of proteolytic enzyme components of medicinal 
products, the activity of proteases is determined by spectrophotometry, which involves mea
suring the amidase or esterase activity using a synthetic substrate and the proteolytic activity 
using the Anson method. These methods require special substrates and have low sensitiv-
ity; their specificity may be insufficient, which may lead to serious errors. Quantitative mass 
spectrometry is an alternative approach to protease activity assays, which involves adding an 
isotope-labelled peptide to hydrolysates of the test enzyme. This approach allows determining 
the activity of proteases, notably, by the hydrolysis of specific peptide bonds, while simulta
neously confirming the identity and specificity of the test sample. Quantitative mass spectro-
metry has high sensitivity and does not require special substrates.
AIM. This study aimed to investigate the possibility of enzymatic activity assay and enzyme 
identification by quantitative mass spectrometry with 18O labelling through an example of 
trypsin with casein.
MATERIALS AND METHODS. The study used trypsin, casein, and H2

18O (Izotop, Russia). Peptide 
separation was performed using an Agilent 1100 HPLC system; mass spectra were obtained us-
ing a Bruker Ultraflex II MALDI-TOF/TOF mass spectrometer. Quantitative mass spectrometry 
was performed using a standard peptide, which was obtained from casein by tryptic digestion 
and HPLC purification. For 18O labelling, the authors dried the peptide and incubated it in H2

18О 
water. The quantitative analysis of the product was carried out using MALDI-TOF mass spec-
trometry. The authors used quantitative mass spectrometry with 18O labelling to determine 
enzymatic activity and calculate the Michaelis constant (KM).
RESULTS. Following the tryptic digestion of casein, the authors identified the fragments corre
sponding to casein chains. The authors produced the isotope-labelled standard peptide and cal-
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culated its concentration using mass spectrometry. The authors determined the rate of casein 
digestion by trypsin and calculated the KM for trypsin, which was 13.65±0.60 μM. The standard 
deviation for repeated measurements showed that the mass-spectrometric method had a lower 
error of measurement than the spectrophotometric method. The sensitivity threshold for the 
mass-spectrometric method was 0.50±0.08 μM.
CONCLUSIONS. The results obtained with trypsin confirm the possibility of enzymatic activity 
determination by the proposed method of quantitative mass spectrometry with 18O labelling. 
According to the sensitivity evaluation results, this method can be used for the simultaneous 
determination of enzyme activity, identity, and specificity. The proposed mass spectrometry 
approach is universal, it does not require expensive materials and reagents, and it can be easily 
adapted to determine the activity of virtually any protease.

Keywords: 	 enzyme activity; quality control of enzyme products; protease; proteolytic activity; trypsin; 
casein; mass spectrometry; HPLC; quantitative proteomics; isotopic labelling; 18O
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Введение
К настоящему времени сформировалась до-

статочно широкая номенклатура лекарствен-
ных препаратов белковой природы, полученных 
как из природных источников (органы и ткани 
человека и животных), так и биотехнологиче-
скими методами (рекомбинантные белки и их 
производные). В их числе моноклональные ан-
титела, гормоны, цитокины, интерлейкины, ин-
терфероны (ИФН-α, ИФН-β, ИФН-γ), ингибиторы 
факторов роста, гибридные белки и др. [1, 2].

Такие препараты являются, вероятно, са-
мыми сложными для аналитического контро-
ля. Согласно требованиям Государственной 
фармакопеи Российской Федерации 
(ГФ РФ)1 — ОФС.1.7.2.0035.18, ОФС.1.7.1.0007.15, 
ОФС.1.7.1.0014.18 — допускаются различные ме-
тоды подтверждения подлинности и активности: 
от прямой проверки специфичности до уникаль-
ного анализа, основанного на водородно-дей-
териевом обмене. Тем не менее наиболее на-
дежным представляется метод пептидных карт, 
обязательный для подтверждения подлинности 
моноклональных антител для медицинского 
применения (ОФС.1.7.1.0014.182).

При пептидном картировании исследуемые 
белки или стандартный и испытуемый образцы 

специфически расщепляются химически (напри-
мер, с использованием BrCN) или ферментатив-
но с помощью протеазы, чаще всего трипсина. 
После этого хроматографически или масс-спек-
трометрически регистрируются сигналы, со-
ответствующие ожидаемым пептидам [3, 4]. 
Надежность анализа обеспечивается одновре-
менной регистрацией нескольких десятков со-
ответствующих характеристических сигналов. 
Масс-спектрометрия представляется наиболее 
предпочтительным методом анализа: высо-
кая точность измерения масс, возможность их 
точного предварительного расчета обеспечива-
ют внутри- и межлабораторную прецизионность.

При контроле качества лекарственных препа-
ратов белковой природы кроме подтверждения 
подлинности важными параметрами являют-
ся определение общей концентрации белка 
и его активности. Для определения концентра-
ции белков в растворах наиболее простыми 
и распространенными методами считаются 
спектрофотометрические (колориметрические). 
При этом необходимо, чтобы продукт и суб-
страт имели различающиеся спектры поглоще-
ния или флуоресценции. Если требуется, суб-
страт модифицируют введением специальных 
флуоресцирующих или поглощающих групп 

1	 ОФС.1.7.2.0035.18 Пептидное картирование. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
	 ОФС.1.7.1.0007.15 Лекарственные средства, получаемые методами рекомбинантных ДНК. Государственная фармакопея 

Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
	 ОФС.1.7.1.0014.18 Моноклональные антитела для медицинского применения. Государственная фармакопея Российской 

Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
2	 Там же.
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или используют метки, селективно связываю-
щиеся с субстратом или продуктом. Измерение 
активности и кинетических констант сводит-
ся к определению концентрации: в процессе 
реакции регистрируется изменение поглоще-
ния/флуоресценции субстрата или продукта. 
Очевидно, что при использовании модифициро-
ванных субстратов определяются кинетические 
параметры реакции с дериватом (производным), 
а не с нативной молекулой. Такие модификации 
могут серьезно влиять на значение кинетических 
параметров. Например, представленные в круп-
нейшей базе данных ферментов BRENDA3 КМ 
(константа Михаэлиса) и Ккат (каталитическая 
константа) трипсина на несколько порядков от-
личаются для разных субстратов: от 0,15 мкМ 
до 35,5 мМ [5, 6]. Но даже незначительные мо-
дификации субстрата, например изомеризация 
одной аминокислоты, могут в несколько раз из-
менить скорость реакции [7].

Активность ферментов чаще всего определяют, 
используя доступные синтетические хромоген-
ные субстраты, по химической природе суще-
ственно отличающиеся от природных субстратов. 
Например, определение активности трипсина 
согласно ГФ РФ4 сводится к установлению его 
амидазной активности с субстратом N-α-бензоил-
L-аргинин-4-нитроанилидом (BAPNA) [8, 9] или,  
в соответствии с требованиями Фармакопеи 
США5, эстеразной активности с использованием 
хромогенного субстрата N-α-бензоил-L-аргинин-
этилового эфира (BAEE) [10] (рис. 1). Особенностью 
спектрофотометрических методов является несе
лективность, что подразумевает невозможность 
определения концентрации отдельного компо-
нента сложных смесей, например одного из пеп-
тидов, образующихся в результате гидролиза про-
теазой. Как правило, упомянутые методы требуют 
использования стандартного образца, или его на-
личие весьма желательно.

3	 https://www.brenda-enzymes.org/
4	 ФС.2.1.0195.18 Трипсин. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 3; 2018.
5	 USP 43–NF 38 <89> Enzymes used as ancillary materials in pharmaceutical manufacturing. 

Рисунок подготовлен авторами по данным [8–10] с изменениями / The figure is adapted by the authors from [8–10]

Рис. 1. Субстраты, используемые для определения активности трипсина по продуктам, детектируемым спектрофотометри-
чески: BAPNA (с образованием п-нитроанилина) и BAEE (с образованием N-бензоил-аргинина).

Fig. 1. Substrates used in trypsin activity assays, by products detected by spectrophotometry: BAPNA (with the formation of 
p-nitroaniline) and BAEE (with the formation of N-benzoyl-arginine).
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Причина недостатков спектрофотометриче-
ских методов заключается в том, что при опреде-
лении концентрации белков и пептидов измеря-
ется концентрация отдельных функциональных 
групп: заместителей (гетероцикла тирозина 
и/или триптофана, содержащего ароматическую 
группу) или аминогрупп, модифицированных 
радикалами, способными поглощать излучение 
при определенной длине волны. Суммарно это 
может приводить к серьезным ошибкам.

Появившиеся в 1980-х гг. биосенсорные 
методы на основе эффекта поверхностного 
плазмонного резонанса [11] (surface plasmon 
resonance, SPR) и электрохимические методы 
c аффинными модификациями электродов ис-
пользуют для определения кинетических ха-
рактеристик различных процессов, например 
констант ассоциации/диссоциации лиганд-ре-
цепторных взаимодействий, кинетики цитохро-
мов Р450 [12] и др. Эти методы предполагают им-
мобилизацию молекул одного из компонентов 
реакции на поверхности ячейки SPR или элек-
трода. В результате определяются характери-
стики гетерофазного процесса. Полученные 
константы оказываются несопоставимыми 
с константами реакций в растворе  — различ-
ными оказываются даже размерности констант 
(M×см-2 и М×мл-1 для KМ). Ограничением электро-
химических методов является необходимость 
присутствия электроноакцепторной группы 
в составе иммобилизованной молекулы [13].

Масс-спектрометрические измерения сво-
бодны от большинства перечисленных недо-
статков, но количественные измерения требуют 
дополнительных манипуляций. При выполне-
нии масс-спектрометрического анализа на не-
которые особенности метода следует обратить 
особое внимание. Прежде всего в масс-спектро-
метрии измеряется отношение массы к заряду 
ионов. Это значит, что в масс-спектрах регистри-
руются сигналы только от ионов. Образование 
ионов, несущих заряд производных молекул, 
может происходить по-разному — в результате 
утраты или присоединения электрона, протона 
анионного или катионного аддукта, например 
катиона натрия. Сродство различных соедине-
ний к протону или другому агенту, очевидно, 
не одинаково и может весьма сильно варьиро-
ваться. В результате ионизация сложных сме-
сей сопровождается конкуренцией за заряд, 
а эффективность ионизации компонентов сме-
си оказывается зависящей от ее состава. Кроме 
того, в смеси могут оказаться компоненты, гася-
щие ионизацию, например соли или детергенты.

Таким образом, в смеси, состоящей из несколь-
ких пептидов, интенсивности их сигналов могут 

меняться от спектра к спектру вне зависимости 
от их концентрации в образце. Следовательно, 
исключительно по интенсивностям пиков 
в масс-спектре без образца сравнения можно 
только предположительно оценивать концен-
трации анализируемых веществ.

Это в полной мере относится к так назы-
ваемым безметочным методам (label-free 
quantification, LFQ). Например, для оценки от-
носительной концентрации гидролизованных 
белков используется индекс содержания бел-
ка (protein abundance index, PAI) [14], который 
представляет собой количество идентифици-
рованных пептидов, деленное на количество 
теоретически наблюдаемых пептидов, или ин-
декс PAI в экспоненциальном представлении  — 
emPAI [15].

В масс-спектрах достаточно высокого раз-
решения, которые можно получить практиче-
ски на любом современном масс-спектрометре, 
органические молекулы, в нашем случае пеп-
тиды, представлены несколькими сигналами, 
называемыми изотопными, которые отличают-
ся для однозарядных ионов на 1 Да. Это след-
ствие существования изотопов  — атомов тех 
же элементов, но отличных по числу нейтронов 
в ядре. Поэтому в спектре высокого разреше-
ния каждое соединение представлено несколь-
кими сигналами.

Важно, что различающиеся по изотопному со-
ставу молекулы химически идентичны, и, неза-
висимо от условий регистрации спектров, в том 
числе состава смеси, соотношение интенсивно-
стей изотопных сигналов не меняется. При этом 
изотопный состав можно изменить искусствен-
но, заменив часть или все атомы какого-либо 
элемента на изотопы  — ввести изотопную мет-
ку. Таким образом получают изотопно-меченый 
стандарт (ИМС), образец сравнения. В смеси 
исследуемого образца с природным изотопным 
распределением и ИМС соотношения изотопных 
пиков зависят только от того, в каких соотноше-
ниях смешаны образец и ИМС. Использование 
таких изотопных меток (stable isotope labelling, 
SIL) позволяет с высокой точностью, не хуже 
спектрофотометрических методов, измерять 
концентрации по интенсивностям масс-спектро-
метрических сигналов.

Можно выделить четыре группы методов вве-
дения изотопной метки в пептиды и белки:

–– метаболическое мечение — культивирование 
организмов на средах, обогащенных тяже-
лыми изотопами, к примеру, с аминокислота-
ми, содержащими тяжелые изотопы (stable-
isotope labelling with amino acids in cell culture, 
SILAC) [16] (рис. 2A);
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–– синтез с использованием аминокислот, обо-
гащенных тяжелым изотопом, углеродом 
или азотом [17];

–– одновременная модификация исследуемого 
образца и ИМС химически идентичными, но  
различающимися по составу изотопов соеди- 
нениями, например isotope-coded affinity tag, 
ICAT (рис. 2B), и другими коммерчески доступ-
ными наборами [18, 19];

–– введение метки в результате изотопного об-
мена [20].
Первые три подхода введения изотоп-

ной метки довольно дороги и трудозатрат-
ны. Использование метода изотопного об-
мена позволяет получить ИМС за несколько 
часов и без использования редких реагентов. 
Изотопный обмен представляет собой спонтан-
ный процесс выравнивания распределения 
изотопов в различных компонентах системы 
(например, между растворителем и раство-
ренным соединением). Скорость обмена, оче-
видно, зависит от того, какие атомы обменива-
ются, и от положения этих атомов в молекуле. 
В нашем случае обмен происходит между во-
дой, обогащенной 18O, и кислородом в пептиде. 
Наиболее легко обмениваются атомы кислоро-
дов карбоксильных групп как C-концевой, так 
и глутаминовой и аспарагиновой аминокислот. 
Так как атомы кислорода карбоксильной группы 
равноправны, то в каждой карбоксильной груп-
пе могут обмениваться оба атома кислорода. 

Изотопный обмен кислорода карбоксильных 
групп катализируется кислотами (кислотный ка-
тализ), а также гидролазами (например, трипси-
ном). При катализе специфичными протеазами 
обмен преимущественно происходит по сайтам 
специфического гидролиза. Важно подчеркнуть, 
что трипсин катализирует обмен кислорода так-
же в уже свободной карбоксильной группе.

Таким образом, ИМС может быть получен 
в результате гидролиза белка в воде или обме-
ном отдельного пептида в воде H2

18O. А для по-
лучения ИМС можно использовать любой уже 
имеющийся пептид, идентичный измеряемому, 
например синтетический.

Получение ИМС путем обмена 16О на 18О 
в молекуле пептида не требует дорогостоящих 
материалов и реактивов или специального син-
теза пептидов. Такой ИМС можно использовать 
для количественного определения пептидов 
масс-спектрометрически. Определяя концентра-
цию образовавшегося через некоторое время 
пептида при разных концентрациях субстрата, 
можно масс-спектрометрически устанавливать 
кинетические параметры протеолитических 
реакций. Предложенный подход не только яв-
ляется альтернативой существующим методам, 
но и позволяет решить проблему определения 
активности протеаз, для которых сложно или не-
возможно получить специальные субстраты.

Цель работы  — на примере трипсина и ка-
зеина исследовать возможность определения 

Авидин/биотин аффинная
хроматография

Avidin/biotin affinity
chromatography

Смешивание и гидролиз
Mixing and hydrolysis

8 Да

m/zm/z

«Легкая» среда
“Light” medium

Смесь
Mixture

«Тяжелая» среда
“Heavy” medium

Рисунок подготовлен авторами по данным [16, 18, 19] с изменениями / The figure is adapted by the authors from [16, 18, 19]

Рис. 2. Методы изотопного мечения для количественного масс-спектрометрического анализа. A — схема метаболического 
мечения: синим цветом — клеточная культура на обычной среде («легкая» среда); красным цветом — среда с тяжелыми 
изотопами («тяжелая» среда). При сравнении двух белков, экстрагированных из клеточных культур, концентрации белков 
можно определить, сравнивая площади/интенсивности пиков в масс-спектре. B — тиоловые группы цистеинов модифици-
руются легкой (X — 1H) или тяжелой (X — 2H) метками (isotope-coded affinity tag, ICAT). Концентрации белков определяются 
путем сравнения площади/интенсивности пиков в масс-спектре.

Fig. 2. Isotope-labelling methods for quantitative mass-spectrometric analysis. A, metabolic labelling scheme: blue, cell growth 
on a conventional medium (“light” medium); red, cell growth on a medium with heavy isotopes (“heavy” medium). When comparing 
two proteins extracted from cell cultures, an analyst can determine protein concentrations by comparing peak areas/intensities 
in the mass spectrum. B, labelling of cysteine thiol groups with light (X, 1H) or heavy (X, 2H) isotope-coded affinity tags. Protein 
concentrations can be determined by comparing peak areas/intensities in the mass spectrum.

А B
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активности фермента методом количественной 
масс-спектрометрии с меткой 18О одновременно 
с подтверждением подлинности.

Материалы и методы
Реактивы и материалы

В качестве фермента использовали трипсин 
(Promega, США, кат. № v5111), а в качестве субстра
та казеин (Sigma-Aldrich, США, кат. № 9005-46-3).  
Гидролиз проводили в бикарбонатном бу-
ферном растворе pH 7,8 (Sigma-Aldrich, США,  
кат.  № 1066-33-7). Для очистки смеси от казе-
ина и трипсина после гидролиза использовали 
центрифужные фильтры Microcon 3 кДа (Merсk 
Millipore, США, кат. № 42404). Обмен ато-
мов кислорода в пептидах проводили в 10% 
трифторуксусной кислоте, ТФУ (Merсk, США, 
кат. № 1.08262.0025) в воде H2

18O (НПО «Изотоп», 
Россия). В качестве матрицы использовали 
2,5-дигидроксибензойную кислоту, DHB (Bruker 
Daltonics, Германия, кат. № 8201346). В качестве 
подвижных фаз ВЭЖХ применяли ацетонит-
рил (Merck, кат. № 1.00030.2500) и воду (Merck, 
кат. № 1.15333.2500).

Оборудование
Разделение пептидов проводили с исполь-

зованием ВЭЖХ с помощью хроматографа 
Agilent 1100 (Agilent, США), оснащенного УФ-
детектором на диодной матрице и коллектором 
фракций. Полученные фракции с пептидами 
высушивали на центрифужном концентраторе 
Concentrator plus (Eppendorf, Германия).

Масс-спектры получали на времяпролет-
ном масс-спектрометре MALDI-TOF/TOF Bruker 
Ultraflex II (Bruker Daltonics, Германия), оборудо-
ванном Nd:YAG лазером с длиной волны 355 нм, 
системами задержки экстракции и тандемным 
селектором LIFT. Спектры регистрировали в по-
ложительных ионах в рефлекторном режиме. 
Каждый спектр получен суммированием серии 
сигналов, регистрируемых при 1000 импульсах 
лазера. Масс-спектры фрагментации пептидов 
регистрировали в тандемном режиме прибора.

Методы
Получение пептидов казеина. Пептиды для вве-

дения в них изотопной метки 18O и дальнейшего 
использования в качестве ИМС получали гидро-
лизом казеина (15,5 мкМ) трипсином (1,84 мкМ) 
в 100 мМ аммоний бикарбонатном буферном 
растворе pH 7,8. Гидролиз проводили в течение 
30 мин при 37 °С. Пептидную фракцию получен-
ной смеси отделяли центрифугированием с по-
мощью Microcon 3 кДа и далее разделяли мето-
дом обращенно-фазовой ВЭЖХ на колонке Luna® 

C18(2) (5 мкм, 100 Å, 150×4,6 мм, Phenomenex, 
США, кат. № 00F-4252-E0). Фаза А — 0,1% ТФУ; 
фаза В  — 0,1% ТФУ, растворенная в ацетонит-
риле; линейный градиент от 4 до 75% фазы B 
за 40 мин, поток 1 мл/мин, температура колонки 
40 °С. Хроматограммы регистрировали при дли-
нах волн 215 и 280 нм. Собранные на коллек-
торе фракций пептиды идентифицировали 
с использованием тандемной масс-спектромет-
рии MALDI TOF/TOF и высушивали на центри-
фужном концентраторе до остаточного объема 
5 мкл. Концентрации пептидов были рассчита-
ны по площадям хроматографических пиков; 
спектрофотометрическая ячейка хроматографа 
предварительно откалибрована по пептидам, 
содержащим тирозин и/или триптофан.

Изотопный обмен. В качестве ИМС выбрали 
триптический пептид казеина TTMPLW c массой 
747,3 Да. Для введения изотопной метки высу-
шенные пептиды растворяли в 10% ТФУ в H2

18O 
и инкубировали 2 ч при 60 °С.

Гидролиз белка для определения кинетики 
трипсина. В качестве субстрата был исполь-
зован раствор казеина с концентрациями 7,75, 
3,87 и 3,1 мкМ. Смешивали 16 мкл раствора ка-
зеина и 12 мкл раствора трипсина (концентра-
ция 0,02  мг/мл) в аммоний-бикарбонатном бу-
ферном растворе pH 7,8. Смесь инкубировали 
в течение 15 мин.

Масс-спектрометрия MALDI. В качестве мат-
рицы использовали 10 мкг/мл DHB, раство-
ренной в смеси 50% ацетонитрила с 0,4% ТФУ. 
0,5 мкл образца смешивали с 0,5 мкл раствора 
матрицы непосредственно на масс-спектромет-
рической мишени и высушивали на воздухе.

Количественный анализ MALDI. Для количе-
ственного масс-спектрометрического анализа 
от 3 до 10 мкл растворов пептидов или реак-
ционных смесей гидролиза казеина трипсином 
смешивали с пептидами с внедренной меткой 
18О в соотношениях 1:2, 1:1, 2:1 и перемешива-
ли. Сразу после этого к полученным смесям до-
бавляли раствор матрицы и быстро наносили 
на масс-спектрометрическую мишень и высуши-
вали на воздухе.

В качестве матрицы использовали DHB. 
Для каждой пробы было получено не менее 
трех спектров.

Результаты и обсуждение
Идентификация казеина и трипсина

Смесь продуктов гидролиза казеина трипсином 
содержала фрагменты, соответствующие четы
рем цепям этого белка. Перекрытие аминокис- 
лотной последовательности α-S1 казеина соста-
вило 48%, α-S2 казеина — 38%, β-казеина — 21% 
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и каппа-казеина (κ-казеина) — 28%. Пептиды ав-
толиза трипсина перекрывали 38% его последо-
вательности. Не все пептиды находятся в диапа-
зоне, регистрируемом масс-спектрометрически. 
Если необходимо полное покрытие, используют 
несколько протеаз [21]. Однако такого процен-
та покрытия может быть достаточно для под-
тверждения подлинности одновременно белка 
и фермента (особенно если комбинировать та-
кой метод с методом тандемной масс-спектро-
метрии), а также подтверждения специфичности 
фермента.

Получение изотопно-меченого стандарта 
и определение его концентрации

Количественный масс-спектрометрический 
анализ с использованием изотопных меток 
позволяет определить отношение концентра-
ций изучаемого образца к концентрации ИМС. 
То есть для определения концентрации изуча-
емого пептида необходимо и достаточно знать 
концентрацию ИМС. Метод определения кон-
центрации ИМС не имеет значения, как и проис-
хождение пептида. Важным является его хи-
мическая идентичность измеряемому образцу. 
Пептид может быть синтезирован химически 
или получен путем гидролиза субстрата и по-
следующего выделения его продуктов на ВЭЖХ. 
В настоящей работе использовали второй под-
ход, так как по мнению авторов он является бо-
лее простым и удобным.

Концентрацию ИМС определяли, смешивая 
его с таким же природным пептидом без изотоп-
ной метки (эталоном) с известной концентраци-
ей. Концентрацию эталона определяли по пло-
щади хроматографического пика. Зависимость 
концентрации от поглощения при 280 нм полу-
чена с использованием модельных триптофан-
содержащих пептидов.

Концентрацию небольших пептидов, содер-
жащих одну или несколько ароматических ами-
нокислот, можно с высокой точностью вычис-
лить по поглощению при длине волны 280 нм. 
Коэффициенты экстинкции тирозина и трипто-
фана известны [22], при этом поглощение пеп-
тидных связей и радикалов других аминокислот 
при этой длине волны пренебрежимо мало. Это 
позволяет вычислять концентрации по площа-
дям хроматографических пиков. Концентрация 
эталонного пептида без изотопной метки соста-
вила 26 мкМ (±2мкМ).

Следует отметить, что если задачи экспери-
мента позволяют выбрать пептид для измере-
ний, то желательно избежать возможного на-
ложения спектра с другими пептидами близкой 
массы. Это связано с тем, что при кислотном 

катализе обмениваться будут атомы кислорода 
всех карбоксильных групп, а значит, спектр пеп-
тида будет расширяться в сторону бóльших масс.

В данной работе был выбран пептид TTMPLW 
(рис. 3), не содержащий аминокислот, в радика-
лах которых имеются карбоксильные группы, 
то есть аспарагиновой и глутаминовой кислот.

Для контроля обмена атомов 16О на изотопы 
18О в пептиде в течение трех часов были полу-
чены спектры (рис. 4). После одного часа инкуба-
ции замена атомов 16О на их изотопы 18О прошла 
не полностью, но через два часа площадь перво-
го пика составила менее 1% площади пятого пика. 
Сравнивая площади пиков изотопных сигналов, 
соответствующих пептидам с одним или дву-
мя включенными (обменянными) кислородами, 
можно определить, что в 18% молекул обменялся 
один атом кислорода, в 81% — два атома и в ~1% 
молекул не обменялось ни одного атома кислоро-
да. Важно, что для количественной оценки пепти-
да не обязательно использовать ИМС, в котором 
замена 16О на 18О произошла во всех молекулах 
пептида или полнота обмена была близкой к та-
ковой. Полученные результаты позволили далее 
вычислять концентрацию исследуемого пептида, 
зная только концентрации ИМС и соотношения 
площадей изотопных пиков в масс-спектрах об-
разцов природного пептида.

Методом тандемной масс-спектрометрии 
подтверждено, что в карбоксильной группе 
С-концевого триптофана в пептиде TTMPLW два 
атома 16О заместились на два атома 18О (рис. 5). 
Наблюдаемые N-концевые фрагменты исходно-
го пептида и пептида после обмена идентичны, 
в то время как массы С-концевых фрагментов от-
личаются на 4 Да, что соответствует обмену двух 
атомов кислорода карбоксильной группы на 18О. 
Несмотря на то что в пептиде имеется остаток 
треонина, который содержит атом кислорода 
в гидроксильной группе радикала, потенциаль-
но способный к обмену, этого не наблюдается, 
так как скорости обмена атомов разных функ-
циональных групп различаются на несколько 
порядков.

Расчет концентрации пептида по изотопно-
меченому стандарту

Для определения концентрации полученно-
го ИМС его смешивали с эталонным пептидом 
известной концентрации, вычисленной по пло-
щади хроматографического пика. ИМС и пептид 
TTMPLW (продукт или эталон) желательно сме-
шивать в таком соотношении, чтобы интенсив-
ности моноизотопного пика продукта и наибо-
лее интенсивного пика ИМС с включенными 18О 
были примерно одинаковыми. В нашем случае 
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оптимальное соотношение продукта к ИМС со-
ставило 2:1.

Следует отметить, что при изотопном обмене 
сложно добиться замены только одного или толь-
ко двух атомов кислорода. В результате полу-
чившийся ИМС содержит смесь всех трех изо-
топных форм пептида, которые накладываются 
в спектре: пептиды без 18О, с одним изотопом 18О 
и пептиды с двумя 18О (рис. 4B и 6В). В части моле-
кул произошла замена только одного атома кис-
лорода карбоксильной группы на 18O и привела 
к тому, что изотопные пики этого пептида сдвину-
лись на 2 атомные единицы массы (а.е.м.) впра-
во (рис. 6B, выделено желтым цветом). При этом 
соотношение интенсивностей изотопных пиков 
этого пептида сохраняется. В другой части моле-
кул произошла замена обоих атомов кислорода 
карбоксильной группы, которая привела к тому, 

что изотопные пики этого пептида сдвинулись 
на 4 а.е.м. (рис. 6B, выделено зеленым цветом).

Обычно удается получить ИМС, в кото-
ром практически отсутствуют пики пептида 
без включения 18O. В этом случае отношение 
концентраций пептида-продукта и ИМС будет 
равно отношению интенсивности первого пика 
к сумме третьего и пятого пиков (рис. 6B). Это 
пики ИМС, но на них накладываются третий 
и пятый пик продукта, а на пятый пик (пепти-
ды с двумя включенными изотопами 18O) — еще 
и третий пик пептидов (пептиды с одним вклю-
ченным изотопом 18O). Вклады этих пептидов 
нужно вычесть [23] согласно формуле (1):

=
q5 –     q1 –     (q3 –     q1) + (q3 –     q1)

,  (1)
q1CИМС

Cпродукт p1

p5

p1

p3

p1

p3

p1

p3

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Масс-спектр смеси продуктов трипсинолиза казеина. С правой стороны представлен масс-спектр пептида TTMPLW 
(молекулярная масса 747,3 Да) в увеличенном масштабе. m/z — отношение массы заряженных частиц (ионов) к их заряду.

Fig. 3. Mass spectrum of tryptic casein hydrolysates. The insert in the right upper corner shows the mass spectrum of the TTMPLW 
peptide (molecular weight: 747.3 Da) in a larger scale. m/z is the mass-to-charge ratio of charged particles (ions).
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где q1, q3 и q5 — интенсивности первого, третье-
го и пятого сигналов в спектре смеси продукта 
реакции и ИМС, p1, p3 и p5 — соответствующие 
интенсивности сигналов в спектре исходного 
пептида с неизмененным изотопным составом. 
Для проведения расчета можно не регистри-
ровать спектр природного пептида, а взять его 
из другого эксперимента или рассчитать p1, 
p3 и p5 теоретически.

Следует отметить, что нет необходимости 
знать соотношение пиков в спектре ИМС, доста-
точно только знать, что замена атомов 16О на 18О 
произошла в большей части пептидов, а число 
атомов в молекуле пептида, которые могут под-
вергаться замене, невелико. Однако распределе-
ние в экспериментально полученных пептидах 
часто оказывается отличным от расчетного, что  

приводит к неправильному расчету p1, p3, p5 и уве-
личению ошибок в значении концентрации.

Последние ограничения не исключают воз-
можности точного расчета концентраций: даже 
если ИМС будет не идеальным, в положении 
первого пика окажется достаточно сильный сиг-
нал, обмен пройдет не полностью, а подвергать-
ся замене будет большое число атомов, точный 
расчет концентраций все равно остается воз-
можным — в этом случае нужно будет использо-
вать три спектра:

–– спектр пептида с замещенными на 18O атома-
ми кислорода карбоксильной группы (ИМС);

–– спектр смеси ИМС и эталонного природного 
пептида;

–– спектр смеси ИМС и пептида, полученного 
в результате гидролиза (продукта).

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 4. Масс-спектры пептида TTMPLW после его перерастворения в 10% растворе трифторуксусной кислоты в H2
18O через 

5 мин (A), 60 мин (B) и 120 мин (C) инкубации.

Fig. 4. Mass spectra of the TTMPLW peptide redissolved in 10% trifluoroacetic acid in H2
18O and incubated for 5 minutes (A), 

60 minutes (B), and 120 minutes (C).
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Интенсивность каждого сигнала в спектре 
смеси окажется суммой соответствующих сиг-
налов эталонного пептида и ИМС с коэффици-
ентами t и k (2):

q2 = kp2 + ts2...
qi = kpi + tsi

q1 = kp1 + ts1

,                         (2)

где qi — интенсивность сигнала пика i в спектре 
смеси продукта реакции и ИМС; pi — интенсив-
ность сигнала пика i в спектре эталонного пеп-
тида (с неизмененным изотопным составом); si — 
интенсивность сигнала пика i в спектре ИМС.

В силу того, что в различных опытах (даже по-
вторах) величины qi, pi и si могут сильно меняться, 

рассчитанные значения коэффициентов t и k 
также будут изменяться. Однако, как было ска-
зано ранее, если компоненты смеси химиче-
ски идентичны, то соотношение пиков таких 
компонентов не меняется. Для определения 
концентрации пептида продукта необходимо 
найти отношение коэффициентов t к k, которое 
сохраняется для разных спектров. Чтобы найти t 
и k, достаточно двух уравнений; желательно вы-
брать два наиболее интенсивных сигнала. В на-
шем случае ими оказались q1 и q5 (3): 

q5 = kp5 + ts5

q1 = kp1 + ts1 .                         (3)

Отношение k к t равняется отношению кон-
центрации продукта к концентрации ИМС 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 5. Масс-спектры фрагментов пептида TTMPLW после инкубации в воде H2
18O (А) и исходного пептида (В).

Fig. 5. Mass spectra of TTMPLW peptide fragments incubated in H2
18O (А) and the intact peptide (В).
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и находится путем решения системы линейных 
алгебраических уравнений согласно (4): 

= = =t (p1s5 – p5s1)(p5q1 – p1q5)
. (4)

k (q1s5 – q5s1)(p5s1 – p1s5)
p5q1 – p1q5

q1s5 – q5s1

CИМС

Cпродукт

Поскольку пятого пика в спектре эталона 
мы не наблюдали (p5=0), а первый пик эталона 
и пятый пик ИМС нормируются на 1 (p1=1, s5=1), 
то уравнение принимает вид (5): 

= .                      (5)q5

q1 – q5s1

CИМС

Cпродукт

Определение концентрации продукта про-
водили при использовании этого подхода 
дважды  — устанавливая концентрацию ИМС 
по спектру его смеси с эталоном и затем опре-
деляя концентрацию продукта реакции по спек-
тру его смеси с ИМС.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 6. Схематическое изображение масс-спектров. A — пептид TTMPLW (продукт); B — изотопно-меченый стандарт (ИМС) 
с заменой одного или двух атомов 18О; C — смеси ИМС и продукта, где наглядно показано наложение относительных ин-
тенсивностей пиков ИМС и продукта. Химическими формулами изображены атомы кислорода, способные обмениваться 
в исследуемом пептиде.

Fig. 6. Schematic mass spectra: A, TTMPLW peptide (product); B, isotope-labelled standard peptide with one and two 18О ex-
changes; C, mixtures of the standard peptide and the product, clearly showing the superposition of the relative intensities of the 
respective peaks. The chemical formulas depict the oxygen atoms in the peptide that are capable of exchange.
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Определение константы Михаэлиса трипсина
В ходе работы проводилось определение 

количества пептида-продукта, образующегося 
при гидролизе трех различных концентраций 
субстрата (казеина) трипсином за 15 мин. Эти 
данные далее использовались для измерения 
активности фермента.

Для более точного определения концентра-
ции масс-спектрометрическим методом необ-
ходимо смешивать ИМС и продукт в таком соот-
ношении, чтобы относительные интенсивности 
сигналов этих пептидов на масс-спектре были 
примерно одинаковыми. Поскольку с уменьше-
нием количества субстрата уменьшается и коли-
чество продукта, то к образцам добавлялся ИМС 
с различным соотношением: для концентрации 
казеина 7,75 мкМ соотношение субстрата к ИМС 
было 1:1, а для концентраций казеина 3,87 
и 3,1 мкМ — 1:2,5. Несмотря на то, что концен-
трацию ИМС можно посчитать из одного спек-
тра  — смеси ИМС с эталоном  — более точным 
будет измерение концентрации ИМС масс-спек-
трометрически для каждого разведения (соот-
ношения субстрат-ИМС). Поэтому концентрация 
ИМС, рассчитанная по спектру смеси ИМС и эта-
лона в соотношении 1:1, составила 11,0±0,2 мкМ, 
а в случае соотношения 1:2,5 — 3,8 мкМ.

Затем по известной концентрации ИМС была 
рассчитана концентрация пептида-продукта. 
Для концентрации казеина 7,75 мкМ она соста-
вила 5,00±0,04 мкМ (или 0,3 мкМ/мин), для кон-
центрации казеина 3,87 мкМ  — 3,00±0,29 мкМ 
(или 0,2 мкМ/мин), а для концентрации 3,1 мкМ — 
2,55±0,25 мкМ (или 0,17 мкМ/мин). Стандартное 
отклонение значений повторных измерений 
показало, что ошибка измерений оказывается 
меньше по сравнению со спектрофотометриче-
ским методом, а минимальная установленная 
чувствительность предложенного метода соста-
вила 0,50±0,08 мкМ. При этом чувствительность 
МАЛДИ масс-спектрометрии существенно выше 
этих значений, что указывает на возможное до-
стижение еще более высокой чувствительности.

По полученным данным строили график зави-
симости скорости образования пептида-продук-
та от концентрации субстрата (казеин) в обрат-
ных координатах (рис. 7). Как видно из графика, 
наблюдается зависимость увеличения количе-
ства продукта от увеличения концентрации суб-
страта в обратных координатах и, следовательно, 
уменьшение концентрации субстрата при умень-
шении концентрации фермента в прямых. 

Расчет КМ при использовании описанной мето-
дики определения активности фермента показал, 
что КМ для трипсина составила 13,65±0,60 мкМ. 
Сравнение полученного значения константы с КМ, 
доступными в базе данных BRENDA для казеина 
при сходных температурных условиях и pH, пока-
зало, что КМ=3,33 мкМ [24] отличается от получен-
ных нами данных практически в 4 раза. Возможно, 
это объясняется тем, что в указанной работе 
казеин был модифицирован меткой FITC, кото-
рая является радикалом, реагирующим с пер-
вичными аминами белков по остаткам лизина 
и на аминогруппе белка. Как следствие данной 
модификации, такой субстрат отличается от ис-
пользованного нами, и, следовательно, скорость 
гидролиза трипсина по такому субстрату долж-
на отличаться. Следует добавить, что активность 
самого фермента может отличаться для разных 
партий фермента даже одного производителя6, 
что также влияет на кинетические параметры.

Представленный метод введения изотопной 
метки является универсальным и может быть ис-
пользован для любой протеазы, поскольку обра-
зующиеся в результате гидролиза пептиды имеют 
как минимум два атома кислорода на С-концевой 
карбоксильной группе, способные к обмену на изо-
топ 18О. Также для каждой протеазы можно подо-
брать пептид, по которому можно проводить рас-
чет, однако такой пептид должен отвечать ряду 

6	 https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/n/sequencing-grade-modified-
trypsin-protocol.pdf?la=en

1/[S], 1/µM

1/
V,

 m
in

/µ
M

0,0–0,1 0,1 0,2 0,3
0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
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Рис. 7. Зависимость скорости образования пептида-продук-
та от концентрации субстрата (казеин) в двойных обратных 
координатах. По оси Y — 1/скорость образования продукта 
(мин/мкМ), по оси X — 1/концентрация субстрата (1/мкМ).

Fig. 7. Double reciprocal plot of the product formation rate 
plotted against the substrate (casein) concentration. Y-axis, 
1/product formation rate (min/MM); X-axis, 1/substrate con-
centration (1/MM).

https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/n/sequencing-grade-modified-trypsin-protocol.pdf?la=en
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/n/sequencing-grade-modified-trypsin-protocol.pdf?la=en
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требований. Поскольку сигналы ИМС в спектре 
находятся справа (соответствуют большим зна-
чениям m/z) от сигналов измеряемого пептида, 
желательно, чтобы в этом участке спектра отсут-
ствовали сигналы других ионов, которые могут на-
кладываться на сигналы ИМС. Кроме того, предло-
женный метод не требует специальных реактивов 
(например, BAEE и BAPNA) и растворителей, а в ка-
честве субстрата можно использовать любой бе-
лок. Вода, обогащенная 18О, применяется в меди-
цинской диагностике, производится в достаточно 
больших объемах и не требует больших затрат.

Следует отметить, что предложенный авторами 
в данной работе метод является ресурсозатратным, 
и для него необходимо наличие масс-спектрометра 
и хроматографа. К недостаткам также можно отне-
сти этап подбора перед анализом пептида, по ко-
торому будут измеряться кинетические параметры.

Выводы
1.  Подтверждена подлинность казеина, пере-

крытие аминокислотной последовательности 

цепей α-S1, α-S2, β и каппа-казеина составило 
48, 38, 21 и 28% соответственно. Перекрытие 
аминокислотной последовательности трипси-
на — 38%. Идентифицированные пептиды были 
гидролизованы по аминокислотным остаткам 
лизина и аргинина, что подтверждает специфич-
ность трипсина.

2.  На примере хорошо известных белка-суб-
страта и фермента — казеина и трипсина — по-
казана возможность определения активности 
фермента альтернативным методом с исполь-
зованием количественной масс-спектрометрии 
с меткой 18О. Рассчитана константа Михаэлиса, 
которая составила 13,65±0,60 мкМ.

3.  Предложенный подход позволяет одновре-
менно определять специфичность фермента 
и подтверждать его подлинность при масс-спек-
трометрическом анализе. Метод не требует 
использования дорогостоящих коммерческих 
реагентов, а также его легко адаптировать 
для оценки кинетических характеристик прак-
тически любой протеазы.
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Применение альтернативных методов 
оценки качества вакцины туляремийной 
живой и вакцины бруцеллезной живой 
по показателю «Подлинность»
И.В. Касина , С.А. Алексеева, Т.И. Немировская

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

 Касина Ирина Владимировна; kasina@expmed.ru

РЕЗЮМЕ	 АКТУАЛЬНОСТЬ. Применение российских диагностических препаратов для оценки каче-
ства вакцин, поиск альтернативных методов, в том числе серологических исследований 
(испытаний), особенно актуальны в современных условиях санкций.
ЦЕЛЬ. Показать возможность применения для оценки качества вакцины бруцеллезной 
живой и вакцины туляремийной живой по показателю «Подлинность» в серологических 
исследованиях (испытаниях)  альтернативных методов: иммуноферментного анализа 
(ИФА), реакции агглютинации (РА), реакции непрямой гемагглютинации (РНГА).
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Применяли фармакопейный стандартный образец (ФСО) мут-
ности бактериальных взвесей 10  МЕ; вакцину бруцеллезную живую  (вакцинный штамм 
Brucella abortus 19  BА)  — ФСО и две коммерческие серии; вакцины туляремийные жи-
вые (вакцинный штамм Francisella tularensis 15 НИИЭГ) — ФСО и образец кандидата в ФСО. 
Все ФСО аттестованы ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России. Использовали российские 
коммерческие диагностические препараты для серологических исследований: сыворотки 
диагностические — поливалентную бруцеллезную сухую для РА и туляремийную сухую 
для РА; диагностикум эритроцитарный туляремийный иммуноглобулиновый жидкий; 
тест-системы диагностические для выявления в ИФА возбудителей бруцеллеза и туля-
ремии. Статистический анализ ИФА проводили в программе Microsoft Excel (P=0,95), РА 
и РНГА оценивали качественно.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Получены положительные результаты для всех исследуемых серий: вакцины 
бруцеллезной живой — в РА, вакцины туляремийной живой — в развернутой РА. Во всех 
испытаниях в РНГА вакцины туляремийной живой (концентрация 6,25×106 м.к./мл, как в по-
ложительном контроле) наблюдалась гемагглютинация. Во всех испытаниях методом ИФА 
значения оптической плотности (D) обеих вакцин и положительного контроля были при-
ближены: для вакцины туляремийной живой и вакцины бруцеллезной живой (цельные, 
концентрацией 1,0×109 м.к./мл) D=2,133±0,273 (в контроле 1,942±0,056) и D=0,127±0,013 
(в контроле 0,123±0,007) соответственно. Результаты свидетельствуют о наличии в образ-
цах бруцеллезного или туляремийного микроба, что подтверждает подлинность вакцин.
ВЫВОДЫ. Серологические испытания методами ИФА, РА и РНГА с использованием рос-
сийских диагностических препаратов показали возможность их применения для оценки 
качества вакцины бруцеллезной живой и вакцины туляремийной живой по показателю 
«Подлинность». Простой визуальный учет результатов, невысокая стоимость, экономия 
времени и относительно большой срок годности диагностических препаратов позволя-
ют рекомендовать РА с российскими диагностическими сыворотками как альтернатив-
ный метод для оценки качества вакцины бруцеллезной живой и вакцины туляремийной 
живой по показателю «Подлинность». Вследствие трудоемкости и неэкономичности ме-
тодов ИФА и РНГА рекомендовать их для оценки качества вакцин нецелесообразно. Ре-
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зультаты могут служить основанием для внесения метода РА в нормативные документы 
на вакцину бруцеллезную живую и вакцину туляремийную живую в качестве альтерна-
тивного метода.

Ключевые слова: 	 оценка качества вакцин; альтернативные методы; вакцина бруцеллезная живая; вакцина 
туляремийная живая; показатель «Подлинность»; диагностические препараты; вакцинный 
штамм Francisella tularensis 15 НИИЭГ (F. tularensis); Brucella abortus 19 BА (B. abortus); фар-
макопейный стандартный образец мутности бактериальных взвесей (10 МЕ); реакция аг-
глютинации (РА); реакция непрямой гемагглютинации (РНГА); метод иммуноферментного 
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vaccines
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	 Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, 8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, 
Russian Federation

 Irina V. Kasina; kasina@expmed.ru

ABSTRACT	 SCIENTIFIC RELEVANCE. The sanctions currently imposed on the Russian Federation require 
using Russian diagnostic products in vaccine quality assessments, as well as searching for al-
ternative testing methods, in particular, serological ones.
AIM. This study aimed to demonstrate the possibility of using alternative serological methods, 
including immunoenzymatic, direct agglutination, and indirect haemagglutination methods, 
for the identification of tularaemia and brucellosis vaccines in studies and quality assessments.
MATERIALS AND METHODS. This study used the established pharmacopoeial reference stand-
ard (RS) for the bacterial suspension opacity of 10 international opacity units, the established 
pharmacopoeial RS for and two commercial batches of the live brucellosis vaccine (Brucella 
abortus 19 BA), and the established and candidate pharmacopoeial RSs for the live tularaemia 
vaccine (Francisella tularensis 15 NIIEG). These pharmacopoeial RSs were certified by the Sci-
entific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. Serological testing used Russian 
commercial diagnostic products, including dry diagnostic sera (polyvalent brucellosis and 
tularaemia sera for agglutination tests), a liquid erythrocytic diagnostic preparation of tula
raemia immunoglobulin, and enzyme immunoassay (ELISA) diagnostic kits for detecting the 
causative agents for brucellosis and tularaemia. Statistical analysis involved using Microsoft 
Excel (P=0.95) for ELISA results and qualitative evaluation for the results of direct agglutina-
tion and indirect haemagglutination tests.
RESULTS. All the tested batches demonstrated positive results. Live brucellosis vaccine batches 
showed positive results in the slide agglutination tests, while live tularaemia vaccine batches 
yielded positive results in the tube agglutination tests. All indirect haemagglutination tests 
showed haemagglutination in live tularaemia vaccine samples at the same concentration as pos-
itive control samples (6.25×106 cells/mL). ELISA tests showed similar optical density values (D)  
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for the two vaccines and positive control samples. Live tularaemia and brucellosis vaccines 
(undiluted, 1.0×109 cells/mL) had D=2.133±0.273 and D=0.127±0.013, whereas the correspond-
ing control samples had D=1.942±0.056 and D=0.123±0.007, respectively. The results reflected 
the presence of brucellosis or tularaemia microbes in the samples, confirming the identity of 
the vaccines.
CONCLUSIONS. Serological immunoenzymatic, direct agglutination, and indirect haemagglu-
tination methods with Russian diagnostic products can be used to identify live brucellosis 
and tularaemia vaccines during quality assessment. The agglutination method with Russian 
diagnostic sera can be recommended as an alternative quality assessment method for the 
identification of live brucellosis and tularaemia vaccines, as this method offers time efficiency, 
simple visual evaluation of results, and low costs and relatively long shelf lives of diagnostic 
products. However, ELISA and indirect haemagglutination methods cannot be recommended 
for this purpose because of their labour-intensive and uneconomical nature. The results of this 
study may support the introduction of the agglutination method in the regulatory documents 
for live brucellosis and tularaemia vaccines (as an alternative method).

Keywords: 	 vaccine quality assessment; alternative methods; live brucellosis vaccine; live tularaemia vac-
cine; identity; diagnostic reagents; direct agglutination, Francisella tularensis 15 NIIEG; Brucella 
abortus 19 BA; pharmacopoeial reference standard for the bacterial suspension opacity of 10 
international opacity units; agglutination; indirect haemagglutination; enzyme immunoassay; 
ELISA; pharmacopoeial reference standard; serological testing
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Введение
Подлинность биологического лекарственного 

препарата — один из основных показателей его 
качества, который подтверждается при помощи 
различных лабораторных методов в соответ-
ствии с требованиями Государственной фарма-
копеи Российской Федерации1 (ГФ РФ). Согласно 
этим требованиям для вакцины туляремийной 
живой2 и вакцины бруцеллезной живой3 испы-
тание качества по показателю «Подлинность» 
проводится иммунофлуоресцентным методом 
при помощи коммерческих диагностических 
препаратов  — иммуноглобулинов флуоресци-
рующих. Альтернативные методы испытаний 
в ГФ РФ не предусмотрены.

В продолжение поиска перспективных 
направлений по совершенствованию экспер-
тизы качества биопрепаратов против особо 
опасных инфекционных заболеваний нами 
была предпринята попытка использова-
ния коммерческих тест-систем и диагностиче-
ских препаратов отечественного производства 

(в качестве альтернативы иммуноглобули-
нам диагностическим флуоресцирующим) 
для определения показателя «Подлинность» 
вакцины туляремийной живой и вакцины бру-
целлезной живой. Ранее нами опубликованы 
результаты успешного применения иммуно-
хроматографической тест-системы (ИХ-тест) 
для испытания качества вакцины туляремий-
ной живой по показателю «Подлинность» [1]. 
Далее был проведен анализ отечественных 
коммерческих диагностических препаратов 
и тест-систем, предназначенных для выявле-
ния и идентификации антигенов возбудителей 
туляремии (Francisella tularensis) и бруцелле-
за  (Brucella  abortus)  [2–7]. В качестве возмож-
ной альтернативы в испытаниях туляремий-
ной и бруцеллезной вакцин по показателю 
«Подлинность» выбраны коммерческие диа-
гностические препараты, основанные на ре-
акции агглютинации (РА), реакции непрямой 
гемагглютинации (РНГА) и иммуноферментно-
го анализа (ИФА) Данные препараты успешно 
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применяются в лабораторной диагностике 
бруцеллеза и туляремии [8–10].

Цель работы  — показать возможность при-
менения для оценки качества вакцины бру-
целлезной живой и вакцины туляремийной 
живой по показателю «Подлинность» в сероло-
гических исследованиях (испытаниях) альтер-
нативных методов иммуноферментного анали-
за, реакции агглютинации, реакции непрямой 
гемагглютинации.

Для выполнения поставленной цели необхо-
димо решение следующих задач:

–– выявление бруцеллезного антигена в вакцине 
бруцеллезной живой в РА и ИФА с помощью 
российских диагностических препаратов;

–– выявление туляремийного антигена в вакцине 
туляремийной живой в РА, РНГА и ИФА с помо-
щью российских диагностических препаратов.

Материалы и методы
Материалы

В этой работе авторский коллектив впервые 
для испытания вакцины туляремийной живой 
и вакцины бруцеллезной живой по показате-
лю «Подлинность» применил коммерческие 
диагностические препараты, предназначенные 
для выявления антигенов возбудителя туляре-
мии или бруцеллеза и основанные на альтерна-
тивных методах серологических исследований 
(испытаний).

В исследованиях использовали следующие 
материалы:

–– вакцина бруцеллезная живая, лиофилизат 
для приготовления суспензии для подкожно-
го введения и накожного скарификационного 
нанесения, серия О119 и О120 (АО «НПО «Ми-
кроген», Россия) на основе вакцинного штам-
ма B. abortus 19 ВА;

–– фармакопейный стандартный образец вак-
цины бруцеллезной живой, ФСО 3.2.00396  
(ОСО 42-28-396, 2021) серии 7 (далее — ФСО 
вакцины бруцеллезной) (ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России);

–– сыворотка диагностическая поливалентная 
бруцеллезная сухая для РА по ТУ 9388-011-
01898090-2011 (далее  — сыворотка бруцел-
лезная), рег.  № ФСР 2012/13323, серия 10 
(ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский 
противочумный институт» Роспотребнадзора, 
Россия); сыворотка получена из крови кро-
ликов, гипериммунизированных культурой 
бруцеллезного микроба (вакцинный штамм 
B. abortus 19 ВА), инактивированной формали-
ном или кипячением;

–– набор реагентов «Тест-система диагностиче-

ская для выявления возбудителя бруцеллеза 
в ИФА» (ИФА-Бру-СтавНИПЧИ) по  ТУ 9398-
011-01897080-2009, рег.  №  ФСР  2010/06745, 
серия 1-21 (ФКУЗ «Ставропольский научно-ис-
следовательский противочумный институт» 
Роспотребнадзора (ФКУЗ Ставропольский 
противочумный институт Роспотребнадзора, 
Россия);

–– фармакопейный стандартный образец вак-
цины туляремийной живой ФСО 3.2.00398  
(ОСО 42-28-398), серия 011-011221 (ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России) (далее — ФСО 
вакцины туляремийной); на основе вакцинно-
го штамма F. tularensis 15 НИИЭГ;

–– кандидат в фармакопейный стандартный 
образец вакцины туляремийной живой 
ФСО 3.2.00398 (ОСО 42-28-398) серии 012;

–– фармакопейный стандартный образец 
мутности бактериальных взвесей 10  МЕ 
ФСО 3.1.00085 (ОСО 42-28-85) (ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России) (далее — ФСО 
мутности 10 МЕ) для определения мутности 
бактериальных взвесей методом визуально-
го сравнения;

–– сыворотка диагностическая туляремийная 
сухая для РА по ТУ 8852-003-01898090-2010 
(рег.  № ФСР 2011/10029) серия 203 (ФКУЗ 
«Иркутский научно-исследовательский про-
тивочумный институт» Роспотребнадзора, 
Россия); сыворотка получена из крови лошади, 
гипериммунизированной вирулентной инак-
тивированной культурой F. tularensis;

–– набор реагентов «Тест-система диагности-
ческая для выявления возбудителя туляре-
мии методом ИФА» (ИФА-Тул-СтавНИПЧИ) 
по ТУ  9398-010-01897080-2009 
(рег.  №  ФСР  2010/06744) серия  2-22 (ФКУЗ 
Ставропольский противочумный институт 
Роспотребнадзора, Россия);

–– набор реагентов «Диагностикум эритроцитар-
ный туляремийный иммуноглобулиновый жид-
кий» (РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ) по ТУ  9388-
023-01897080-2010 (рег.  №  ФСР  2011/10271) 
серия  2-22 (ФКУЗ Ставропольский противо-
чумный институт Роспотребнадзора, Россия); 
представляет собой туляремийные иммуно-
глобулины, сорбированные на активирован-
ных эритроцитах крови барана.

Оборудование
Регистрацию результатов ИФА проводи-

ли при помощи микропланшетного спектро-
фотометра SPECTROstar®  Nano производите-
ля BMG  LABTECH (Германия) при длине волны 
λ=492 нм.
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Методы
Серологические исследования (испытания) 

образцов вакцин проводили с применением аль-
тернативных методов ИФА РА, РНГА, с использо-
ванием российских диагностических препаратов 
и тест-систем в соответствии с инструкциями 
производителей. Как вакцина туляремийная жи-
вая, так и вакцина бруцеллезная живая пред-
ставляют собой лиофилизированные в стаби-
лизирующей среде взвеси живых микробных 
клеток вакцинных штаммов Francisella tularensis 
15 НИИЭГ и B. abortus 19 ВА в определенной кон-
центрации. В ходе работы их восстанавливали 
в 0,9% растворе  NaCl до нужных концентраций, 
указанных в инструкциях по применению каждо-
го диагностического набора, или использовали 
в цельном (неразбавленном) виде. Далее образ-
цы испытывали в соответствии с инструкциями.

1. Выявление бруцеллезного антигена в вакцине 
бруцеллезной живой альтернативными 
методами
1.1. Реакция агглютинации c применением россий-
ского диагностического препарата — сыворотки 
поливалентной бруцеллезной сухой. Метод осно-
ван на взаимодействии клеток бруцеллезного 
микроба с антителами, содержащимися в поли-
валентной бруцеллезной сыворотке, с образо-
ванием агглютината, видимого невооруженным 
глазом, в РА на стекле и в пробирке.

Рабочий титр сыворотки (серия 10) в РА 
на стекле — 1:25, в развернутой (в пробирках) 
РА — 1:800.

Реакцию агглютинации на стекле считают по-
ложительной при появлении в течение 2–3 мин 
агглютината, ясно видимого невооруженным 
глазом. При отрицательной реакции смесь сыво-
ротки с культурой остается равномерно мутной. 
Контроль культуры должен оставаться равно-
мерно мутным.

Результаты развернутой реакции агглю-
тинации (в пробирках) оценивают визуально 
и считают положительными, если ясно видна 
невооруженным глазом крупно- или мелкозер-
нистая агглютинация при полном просветлении 
надосадочной жидкости (картина соответству-
ет 4  крестам по 4-крестовой системе оцен-
ки4) и при легкой опалесценции надосадочной 
жидкости (3 креста). Исследуемая культура 
может быть отнесена к бруцеллам, если дает 
положительную РА не менее чем на 2  креста 

(слабая агглютинация, надосадочная жидкость 
непрозрачная) в разведении сыворотки не ме-
нее 1:800 при отрицательных контрольных ре-
акциях. В контрольных пробирках (контроль 
культуры и контроль сыворотки) не должно быть 
агглютината и хлопьев. Если в контрольной про-
бирке с культурой и 0,9% раствором NaCl обна-
руживается агглютинат, реакция оценивается 
как неспецифическая.

В описываемом исследовании использовали 
взвеси вакцины бруцеллезной цельной нераз-
веденной, приготовленной по ФСО мутности 
10  МЕ, что соответствует концентрации ми-
кробных клеток в 1 мл (м.к./мл) вакцины, рав-
ной 1,7×109 м.к./мл. Для приготовления нужных 
взвесей вакцину восстанавливали в 1 мл 0,9% 
раствора NaCl, затем разводили в 0,9% раствора 
NaCl до нужных концентраций микробных кле-
ток. Испытания проводили 3 аналитика: 3 серии 
вакцин, каждая в 3-х повторностях.
1.2. Метод иммуноферментного анализа с при-
менением тест-системы «ИФА-Бру-СтавНИПЧИ». 
Метод основан на непрямом варианте ИФА: 
при постановке опыта бруцеллезный антиген, 
содержащийся в исследуемом материале, спе-
цифически взаимодействует с бруцеллезными 
иммуноглобулинами, сорбированными на план-
шете. Образовавшийся комплекс «антиген – ан-
титело» выявляют с помощью конъюгата (бру-
целлезные антитела, иммобилизированные 
и меченые пероксидазой хрена). Тест-система 
выявляет штаммы бруцеллезного микроба 
в концентрации 1,0×106  м.к./мл и не выяв-
ляет гетерологичных штаммов в концентрации  
1,0×108 м.к./мл.

Поскольку целью ставилось подтверждение 
подлинности бруцеллезного штамма в вакцине, 
а не выявление его в минимальных концентра-
циях в диагностических целях, то для испыта-
ния готовили взвеси вакцины в 0,9% растворе 
NaCl по ФСО мутности 10 МЕ, соответствующие 
концентрациям микробных клеток (бруцелл) — 
1,7×109 и 1,0×109 м.к./мл, и взвесь цельной 
вакцины. Для приготовления нужных взвесей 
вакцину восстанавливали в 1 мл 0,9% раство-
ра NaCl, затем разводили в 0,9% раствора NaCl 
до нужных концентраций микробных клеток. 
Опыты ставили в соответствии с инструкцией 
по применению набора. Испытание проводи-
ли на 2-х образцах каждой серии вакцины, все 
в 2-х повторностях.

4	 Оценка реакции агглютинации по 4-крестовой схеме: 4 креста (++++) — полное просветление надосадочной жидкости, 
крупно- или мелкозернистая агглютинация на дне в виде зонтика; 3 креста (+++) — легкая опалесценция, неполное про-
светление и надосадочной жидкости, хорошо выраженный зонтик агглютината; 2 креста (++) — неполное просветление 
жидкости, слабая агглютинация — зонтик умеренно выражен; 1 крест (+) — следы агглютинации, надосадочная жидкость 
непрозрачная; «–» — отрицательный результат: агглютинация не наблюдается, жидкость равномерно мутная.
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Применение альтернативных методов оценки качества вакцины туляремийной живой и вакцины бруцеллезной живой...

Регистрацию и расчет результатов ИФА про-
водили с помощью микропланшетного спектро-
фотометра SPECTROstar® Nano при длине волны 
λ=492  нм. Длительность процедуры измерения 
оптической плотности не превышала 15 мин. 
Результаты считали положительными, если оп-
тическая плотность образцов в 2 и более раз 
превышала оптическую плотность отрицатель-
ного контроля.

2. Выявление туляремийного антигена в вакцине 
туляремийной живой альтернативными 
методами
2.1. Реакция агглютинации с применением сыво-
ротки туляремийной. Метод основан на взаи-
модействии антигенов туляремийного микроба 
с антителами, содержащимися в туляремийной 
сыворотке, с образованием агглютината, види-
мого невооруженным глазом, в развернутой РА 
(в пробирках).

Значение рабочего титра сыворотки серии 
203 в развернутой (в пробирках) РА состави-
ло 1:3200. Реакцию считают положительной, 
если ясно видна невооруженным глазом круп-
но- или мелкозернистая агглютинация (не ме-
нее, чем на 2 креста). Исследуемая культура 
может быть отнесена к туляремийному микро-
бу, если РА с сывороткой оценивается не менее 
чем на 2 креста со значениями титра до 1:3200 
или 1:1600 для данной серии. В контрольных 
пробирках (контроль культуры и контроль сыво-
ротки) не должно быть агглютината и хлопьев. 
Если в контрольных пробирках обнаруживается 
агглютинат, реакция оценивается как неспеци-
фическая.

Вакцину туляремийную живую разводили 
по ФСО мутности 10  МЕ до концентрации ту-
ляремийного микроба, равной 5,0×109  м.к./мл. 
К 0,5 мл каждого разведения сыворотки до-
бавляли по 0,5 мл вакцинной взвеси, получая 
разведения сыворотки от 1:100 до 1:3200 (ра-
бочее разведение сыворотки). Одновременно 
ставили контрольные опыты: контроль антиге-
на и контроль сыворотки. Испытания проводи-
ли 3 аналитика. Для РА развернутым методом 
(в  пробирках) каждый аналитик использовал 
3 образца каждой из 2-х испытуемых серий вак-
цины туляремийной живой (ФСО 3.2.00398 и кан-
дидат в ФСО 3.2.00398) и 3 образца сыворотки 
туляремийной серии 203.
2.2. Метод иммуноферментного анализа с при-
менением тест-системы «ИФА-Тул-СтавНИПЧИ». 
При постановке метода непрямого ИФА туля-
ремийный антиген, содержащийся в исследу-
емом материале, специфически взаимодей-
ствовал с туляремийными иммуноглобулинами, 

сорбированными на планшете. Образовавшийся 
комплекс «антиген – антитело» выявляют с по-
мощью конъюгата (туляремийные антитела, им-
мобилизированные и меченые пероксидазой 
хрена). Тест-система выявляет штаммы туляре-
мийного микроба в концентрации 1,0×106 м.к./мл 
и не выявляет гетерологичные штаммы в кон-
центрации 1,0×108 м.к./мл.

Для испытания приготовили взвеси вакци-
ны с концентрацией микробных клеток (вак-
цинный штамм F.  tularensis 15 НИИЭГ) в 0,9% 
растворе NaCl по ФСО мутности 10 МЕ, равной 
5,0×109 и 1,0×109 м.к./мл, инактивированные 
нагреванием в соответствии с инструкцией 
по применению на тест-систему, и неинактиви-
рованные. Пробы вакцины исследовали в соот-
ветствии с инструкцией по применению набора. 
Испытание каждого разведения 2-х серий вак-
цины проводили в 2-х повторностях.

Регистрацию результатов ИФА прово-
дили на микропланшетном спектрофото-
метр SPECTROstar® Nano при длине волны 
λ=492 нм. Длительность процедуры измерения 
оптической плотности не превышала 15 мин. 
Результаты считали положительными, если оп-
тическая плотность образцов в 2 и более раз 
была больше оптической плотности отрица-
тельного контроля.
2.3. Реакция непрямой гемагглютинации с при- 
менением набора «РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ».  
При постановке РНГА туляремийный антиген, 
содержащийся в исследуемом материале, спе-
цифически взаимодействует с туляремийными 
иммуноглобулинами, сорбированными на акти-
вированных эритроцитах барана. Эритроциты 
выпадают на дно лунок равномерным слоем 
в виде «зонтика», занимая не менее 2/3 диа-
метра сферической поверхности в лунке (в ряде 
случаев отмечается фестончатое оплывание 
краев агглютината). При отрицательном ре-
зультате эритроциты выпадают на дно лунки 
в виде пуговки или узкого колечка с ровным 
краем. Диагностикум выявляет в РНГА штам-
мы туляремийного микроба в разведении 
3,12×106  м.к./мл (макрометод) и в разведе-
нии 6,25×106 м.к./мл (микрометод) и не выяв-
ляет гетерологичные штаммы в разведении 
1,0×108 м.к./мл. Определение специфичности 
РНГА проводили в реакции торможения не-
прямой гемагглютинации (РТНГА). В качестве 
положительного контроля выступала прила-
гаемая к набору инактивированная взвесь 
туляремийного микроба в концентрации 
1,0×109  м.к./мл, которую перед постановкой 
испытания разводили 0,9%  раствором NaCl 
до концентрации 5,0×107 м.к./мл.
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Для испытания в РНГА и РТНГА (для под-
тверждения специфичности РНГА) готовили 
взвеси вакцины туляремийной по ФСО мут-
ности 10  МЕ, соответствующей концентрации 
5,0×109 м.к./мл, затем их разводили в 0,9% 
растворе NaCl до концентрации 5,0×107 м.к./мл. 
В испытании применяли взвеси вакцины: инак-
тивированные в соответствии с инструкцией 
по применению на диагностикум и неинактиви-
рованные. Три аналитика проводили испытание 
2-х серий вакцины (ФСО 3.2.00398 и кандидат 
в ФСО 3.2.00398) на 2-х образцах (инактивиро-
ванные и неинактивированные вакцины), все 
в 2-х повторностях.

Статистическая обработка данных
Методы РА и РНГА дают качественные реак-

ции образования комплексов «антиген  –  анти-
тело», результаты оценивали визуально, поэтому 
статистическую обработку не проводили.

Результаты, полученные методом ИФА, оце-
нивали статистически при помощи программы 
Microsoft Office Excel. Определяли погрешности 
значений результатов ИФА с доверительной ве-
роятностью 95%.

Результаты и обсуждение

1. Результаты оценки качества вакцины 
бруцеллезной живой по показателю 
«Подлинность» альтернативными методами
1.1. Реакция агглютинации с применением россий-
ского диагностического препарата — сыворотки 
диагностической поливалентной бруцеллезной 
сухой. При испытании цельной (неразведенной) 
вакцины бруцеллезной живой с помощью сыво-
ротки бруцеллезной в разведении 1:25 были по-
лучены положительные результаты РА на стекле 
для всех исследуемых серий. В течение 2–3 мин 
во всех постановках появился агглютинат, ясно 
видимый невооруженным глазом. В контроле 
смесь вакцины и 0,9%  раствора NaCl осталась 
равномерно мутной (рис. 1, табл. 1).

В испытании образцов разведенных вакцин, 
соответствующих 10 МЕ по ФСО мутности, во всех 
образцах появился агглютинат, ясно видимый не-
вооруженным глазом. Однако, в отличие от опытов 
с неразведенной вакциной, РА в случаях разве-
дения прошла с большой задержкой по времени: 
положительные результаты для всех исследуе-
мых серий были получены только через 30 мин. 
Исходя из полученных результатов авторы реко-
мендуют проводить РА на стекле со взвесью не-
разведенной восстановленной вакцины (табл. 1). 
В контроле (вакцина и 0,9% раствор NaCl) смесь 
остается равномерно мутной.

При постановке развернутой РА (в пробирках) 
получены положительные результаты РА со все-
ми образцами бруцеллезной вакцины и сыво-
ротки (табл. 2). Наблюдалась крупнозернистая 
агглютинация (4 креста) при полном просветле-
нии надосадочной жидкости в титре сыворотки 
1:400, а также мелкозернистая агглютинация 
при легкой опалесценции надосадочной жидко-
сти (3 креста) в рабочем разведении сыворотки 
бруцеллезной 1:800. Как следует из инструкции 
по применению сыворотки бруцеллезной, иссле-
дуемая культура может быть отнесена к бруцел-
лам, если дает положительную РА в разведении 
не менее 1:800 при отрицательных контрольных 
реакциях.

В контрольных пробирках (контроль культу-
ры и контроль сыворотки) агглютината и хло-
пьев не обнаружено. В контрольных по сыво-
ротке опытах раствор оставался прозрачным, 
в контрольных по вакцине  — взвесь осталась 
равномерно мутной.

Фотография выполнена авторами / The photograph is taken by the authors

Рис. 1. Результаты испытания вакцины бруцеллезной жи-
вой по показателю «Подлинность» в реакции агглютинации 
на стекле. Учет через 2–3  мин. Ф.Р. и В  — контроль: 0,9% 
раствор NaCl (Ф.Р.) со взвесью восстановленной цельной 
вакцины (В), видно отсутствие агглютинации; С и В — опыт: 
взвесь восстановленной цельной вакцины (В) с диагности-
ческим препаратом сыворотки (С) бруцеллезной в разведе-
нии 1:25, наблюдается крупнозернистая агглютинация при 
полном просветлении жидкости.

Fig. 1. Results of live brucellosis vaccine identification by 
slide agglutination with examination after 2–3 min. NS+V, 
control sample (0.9% NaCl solution (NS) with undiluted re-
constituted vaccine suspension (V)); no agglutination. S+V, 
test sample (reconstituted undiluted vaccine suspension 
(V) with brucellosis serum diagnostic reagent (S) at a  di-
lution of 1:25); coarse agglutination with complete liquid  
clarification.

Ф.Р. и В
NS+V

С и В
S+V
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Таблица 1. Результаты оценки качества вакцины бруцеллезной живой по показателю «Подлинность» в реакции агглютина-
ции на стекле
Table 1. Results of live brucellosis vaccine identification by slide agglutination

Повторность*
Replicate*

Визуальная оценка РА**
Visual evaluation of agglutination**

ФСО
RS О119 О120 Контроль***

Control***

Ц
UD

10 МЕ
10 IU

Ц
UD

10 МЕ
10 IU

Ц
UD

10 МЕ
10 IU

Кц
CUD

К10 МЕ
C10 IU

1 + – + – + – – –

2 + – + – + – – –

3 + – + – + – – –

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. РА — реакция агглютинации; ФСО — ФСО 3.2.00396 вакцины бруцеллезной живой (I аналитик); О119 (II аналитик), 
О120 (III аналитик) — коммерческие серии вакцины бруцеллезной живой; Ц — восстановленная цельная (неразбавленная) 
вакцина бруцеллезная живая; 10 МЕ — взвесь вакцины, приготовленная по ФСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ, что 
соответствует концентрации микробных клеток (м.к.) 1,7×109 м.к./мл; Кц — контроль цельной вакцины; К — контроль разбавлен-
ной вакцины (10 МЕ); «—» — результаты РА через стандартное оценочное время (2–3 мин) не проявились (только через 30 мин). 
* в каждой повторности  — 1  образец вакцины и 1  образец сыворотки диагностической поливалентной бруцеллезной 
в разведении 1:25.
** оценка через 2–3 мин от начала опыта.
*** 0,9% раствор NaCl со взвесью вакцины бруцеллезной живой.
Note. RS, pharmacopoeial reference standard No. 3.2.00396 for live brucellosis vaccine (analyst I); O119 (analyst II) and O120 (ana-
lyst III), commercial batches of live brucellosis vaccine; UD, undiluted reconstituted live brucellosis vaccine; 10 IU, vaccine suspen-
sion prepared using the pharmacopoeial reference standard (RS) for the bacterial suspension opacity of 10 international opacity 
units (IU), which corresponds to a microbial concentration of 1.7×109 cells/mL; CUD, control, undiluted vaccine; C, control, diluted 
vaccine (10 IU); —, agglutination appeared only after 30 min, not after the standard evaluation time of 2–3 min. 
* Each replicate included 1 sample of live brucellosis vaccine and 1 sample of diagnostic polyvalent brucellosis serum at a dilution of 1:25.
** The result was evaluated after 2–3 min from the beginning of the experiment.
*** This control sample constituted of 0.9% NaCl and suspended live brucellosis vaccine.

Таблица 2. Результаты оценки качества вакцины бруцеллезной живой по показателю «Подлинность» в развернутой реакции 
агглютинации (в пробирках)
Table 2. Results of live brucellosis vaccine identification by tube agglutination

Повторность*
Replicate*

Визуальная оценка РА**
Visual evaluation of agglutination**

Контроль***
Control***

ФСО
RS О119 О120

Титр сыворотки 
Serum titre

1:
10

0

1:
20

0

1:
40

0

1:
80

0

1:
10

0

1:
20

0

1:
40

0

1:
80

0

1:
10

0

1:
20

0

1:
40

0

1:
80

0

1 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ –

2 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ –

3 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ –

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. РА — реакция агглютинации; ФСО — фармакопейный стандартный образец ФСО 3.2.00396 вакцины бруцел-
лезной живой (I аналитик); О119 (II аналитик), О120 (III аналитик) — коммерческие серии вакцины бруцеллезной живой;  
«—» — отсутствие РА.
* Для РА брали по 1 образцу вакцины бруцеллезной живой и сыворотки диагностической поливалентной бруцеллезной 
(вакцинный штамм Brucella abortus 19 ВА).
** Оценка по 4-крестовой схеме: «4+» — крупно- или мелкозернистая агглютинация при полном просветлении надосадочной 
жидкости, «3+» — легкая опалесценция надосадочной жидкости.
*** 0,9% раствор NaCl со взвесью неразбавленной восстановленной вакцины бруцеллезной живой.
Note. RS, pharmacopoeial reference standard No. 3.2.00396 for live brucellosis vaccine (analyst I); O119 (analyst II) and O120 (ana-
lyst III), commercial batches of live brucellosis vaccine; —, no agglutination.
* Experiments included 1 sample of live brucellosis vaccine and 1 sample of diagnostic polyvalent brucellosis serum (Brucella 
abortus 19 BА).
** The test used the standard 4+ agglutination grading system: 4+, coarse or fine agglutination with complete supernatant clarifi
cation, 3+, slight supernatant opalescence.
*** This control sample consisted of 0.9% NaCl and suspended undiluted reconstituted live brucellosis vaccine.
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На основе полученных результатов можно 
сделать вывод, что использование РА позволяет 
подтвердить подлинность B.  abortus в вакцине 
бруцеллезной живой.
1.2. Иммуноферментный анализ с применением 
тест-системы «ИФА-Бру-СтавНИПЧИ». В ходе 
проведения испытаний вакцины бруцеллезной 
живой методом ИФА (табл. 3) значения оптиче-
ской плотности во всех анализах практически 
совпали с результатами положительного контро-
ля, входящего в набор реагентов «Тест-система 
диагностическая для выявления возбудите-
ля бруцеллеза в ИФА» (ИФА-Бру-СтавНИПЧИ). 
Оптическая плотность исследуемых образцов 
вакцины и положительного контроля в 2 и бо-
лее раз превышала оптическую плотность от-
рицательного контроля, что свидетельствует 
о наличии в образцах бруцеллезного микроба 
и подтверждает подлинность вакцины бру-
целлезной живой. Разные исследуемые кон-
центрации бруцеллезного микроба в вакцине 
не влияют на значения оптической плотности, 
поскольку реакция качественная (подтверждает 
наличие бруцеллезного антигена, а не опреде-
ляет его концентрацию).

2. Результаты оценки качества вакцины 
туляремийной живой по показателю 
«Подлинность» альтернативными методами
2.1. Реакция агглютинации с применением диа-
гностического препарата  — сыворотки туляре-
мийной сухой. Как видно из таблицы 4, в случае 
применения РА для всех образцов вакцины в ис-
следуемой концентрации 5,0×109  м.к./мл были 
получены положительные результаты. При испы-
тании ФСО вакцины туляремийной живой в титре 
сыворотки 1:1600 всеми аналитиками наблюда-
лась крупнозернистая агглютинация при полном 
просветлении надосадочной жидкости (4  кре-
ста), в рабочем разведении сыворотки туляре-
мийной 1:3200 — мелкозернистая агглютинация 
при легкой опалесценции надосадочной жидко-
сти (3 креста). При испытании кандидата в ФСО 
вакцины туляремийной живой наблюдалась мел-
козернистая агглютинация при легкой опалес-
ценции надосадочной жидкости (3  креста)  как 
в титре сыворотки 1:1600, так и в рабочем разве-
дении 1:3200.

Согласно инструкции по применению сы-
воротки туляремийной исследуемая культура 
может быть отнесена к туляремийному микро-
бу, если выявлена положительная РА в раз-
ведении не менее 1:1600 при отрицательных 
контрольных реакциях. В контрольных пробир-
ках (контроль культуры и контроль сыворотки) 
агглютината и хлопьев не обнаружено. Образец 

в контроле сыворотки оставался прозрачным, 
в контроле взвеси вакцины в исследуемой кон-
центрации 5,0×109  м.к./мл  — равномерно мут-
ным. Соответственно, в РА была подтверждена 
подлинность туляремийного штамма в исследу-
емом образце вакцины туляремийной живой.
2.2. Метод иммуноферментного анализа с при-
менением тест-системы «ИФА-Тул-СтавНИПЧИ». 
При испытании вакцины туляремийной живой 
в ИФА (табл.  5) значения оптической плотно-
сти исследуемых образцов вакцины во всех 
анализах практически совпали с результатами 
положительного контроля, входящего в набор 
«Тест-система диагностическая для выявления 
возбудителя туляремии» (ИФА-Тул-СтавНИПЧИ). 
Оптическая плотность образцов вакцины и по-
ложительного контроля в 2 и более раз превы-
шала оптическую плотность отрицательного 
контроля, что свидетельствует о наличии в об-
разцах туляремийного микроба и подтвержда-
ет подлинность вакцины туляремийной живой. 
Результаты по инактивированной и неинакти-
вированной вакцинам не отличались, следова-
тельно, можно проводить испытания с неинак-
тивированной вакциной. Необходимо отметить, 
что изменение концентрации туляремийного 
микроба в вакцине не оказывало значительно-
го влияния на показатели оптической плотности. 
Реакция была качественной и подтвердила на-
личие в исследуемых образцах туляремийного 
антигена.
2.3. Реакция непрямой гемагглютинации с приме­
нением набора «РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ». В та-
блице 6 представлены результаты испытания вак-
цины туляремийной живой в РНГА при помощи 
набора реагентов «Диагностикум эритроци-
тарный туляремийный иммуноглобулиновый 
жидкий» (РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ) в сравнении 
с положительным контролем. Все 3 аналитика 
наблюдали положительную гемагглютинацию 
в образцах вакцины с концентрациями 2,5×107, 
1,25×107 м.к./мл, а также 6,25×106 м.к./мл (как 
в положительном контроле набора реагентов). 
Данные результаты свидетельствуют о наличии 
в исследуемых образцах туляремийного микроба, 
что, в свою очередь, подтверждает подлинность 
вакцины туляремийной живой. Специфичность 
РНГА была подтверждена постановкой РТНГА. 
В контрольных лунках был получен отрицатель-
ный результат (эритроциты выпали на дно лунки 
в виде пуговки).

Сравнительный анализ альтернативных 
методов в оценке качества вакцин

Результаты проведенных сравнительных 
серологических исследований (испытаний) 
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альтернативными методами — РА, РНГА, ИФА — 
показали принципиальную возможность при-
менения данных методов для определения по-
казателя «Подлинность» вакцины бруцеллезной 
живой и вакцины туляремийной живой, причем 
с использованием коммерческих тест-систем 
и диагностических препаратов отечественно-
го производства. Однако анализ полученных 
результатов не позволяет рекомендовать ИФА 
для определения показателя «Подлинность» 
указанных вакцин, так как данный метод трудо-
емок и менее экономичен, чем РА. Для проведе-
ния ИФА требовалось приготовление большого 
количество рабочих растворов, дополнитель-
ная сенсибилизация и инкубирование планше-
тов, использование считывающего оборудова-
ния. Метод ИФА более удобен для применения 
в лабораторной диагностике для идентифика-
ции туляремийного и бруцеллезного микробов 
в биологическом и клиническом материале, 

исследования объектов внешней среды, так 
как одновременно позволяет тестировать 46 
образцов, подозрительных на содержание 
F. tularensis и B. abortus.

Метод РНГА менее удобен, информативен 
и экономичен, чем РА, поэтому его применение 
более целесообразно в лабораторной диагно-
стике туляремийного микроба, так как одновре-
менно позволяет исследовать до 100 образцов, 
подозрительных на содержание F. tularensis.

Результаты экспериментов позволяют сде-
лать вывод, что РА может быть оптимальным 
альтернативным методом испытания по показа-
телю «Подлинность» вакцины бруцеллезной жи-
вой и вакцины туляремийной живой. Основные 
преимущества данного метода:
1) 	простота и удобство применения без ис-

пользования дополнительного оборудования 
и трудоемкой пробоподготовки, экономия 
времени;

Таблица 4. Результаты оценки качества вакцины туляремийной живой по показателю «Подлинность» в развернутой реакции 
агглютинации
Table 4. Results of live tularaemia vaccine identification by tube agglutination

Образец
Sample

Повторность*
Replicate*

Визуальная оценка РА**
Visual evaluation of agglutination**

ФСО
RS

Кандидат в ФСО
Candidate RS

Титр сыворотки 
Serum titre

1:
10

0

1:
20

0

1:
40

0

1:
80

0

1:
16

00

1:
32

00

1:
10

0

1:
20

0

1:
40

0

1:
80

0

1:
16

00

1:
32

00

I

1 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

2 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

II

1 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

2 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

III

1 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

2 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ФСО — фармакопейный стандартный образец вакцины туляремийной живой ФСО 3.2.00398 (ОСО 42-28-398) 
серии 011-011222; кандидат в ФСО — кандидат в ФСО вакцины туляремийной живой ФСО 3.2.00398 серии 012; РА — реакция 
агглютинации.
* постановка РА: по 1 образцу вакцины туляремийной живой и сыворотки диагностической туляремийной сухой.
** оценка по 4-крестовой схеме: 4+ (4 креста)  — крупно- или мелкозернистая агглютинация при полном просветлении 
надосадочной жидкости, 3+ (3 креста ) — легкая опалесценция надосадочной жидкости.
Note. RS, pharmacopoeial reference standard No. 3.2.00398 for live tularaemia vaccine (industry reference material No. 42-28-398), 
batch 011-011222; candidate RS, candidate pharmacopoeial RS No. 3.2.00398 for live tularaemia vaccine, batch 012.
* Agglutination experiments included 1 sample of live tularaemia vaccine and 1 sample of dry diagnostic tularaemia serum.
** The test used the standard 4+ agglutination grading system: 4+, coarse or fine agglutination with complete supernatant clarifi
cation, 3+, slight supernatant opalescence.
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2)	специфичность  метода, обеспечивающая по-
лучение достоверных результатов;

3)	экономичность  — невысокая цена, длитель-
ный срок годности диагностического препа-
рата (5 лет  — для сыворотки туляремийной, 
3 года — для сыворотки бруцеллезной).

Выводы
1.	 Результаты проведенных серологических ис-

пытаний с использованием метода иммуно-
ферментного анализа, реакции агглютинации 

и реакции непрямой гемагглютинации пока-
зали принципиальную возможность примене-
ния этих альтернативных методов для оцен-
ки качества вакцины бруцеллезной живой 
и вакцины туляремийной живой по показа-
телю «Подлинность» и, что особенно важно 
в современных условиях, с применением рос-
сийских диагностических препаратов.

2. 	Реакция агглютинации на стекле или при раз-
вернутой постановке (в пробирках) с исполь-
зованием диагностического препарата  — сы-

Таблица 6. Результаты оценки качества вакцины туляремийной живой по показателю «Подлинность» в реакции непрямой 
гемагглютинации (микрометодом)
Table 6. Results of live tularaemia vaccine identification by micro-indirect haemagglutination

Аналитик
Analyst

Повтор-
ность, a/b
Replicate, 

a/b

Визуальная оценка РНГА*
Visual evaluation of indirect haemagglutination*

ФСО
RS

Кандидат в ФСО
Candidate RS

Концентрация вакцины, м.к./мл
Vaccine concentration, cells/mL К–

C–

Концентрация вакцины, м.к./мл
Vaccine concentration, cells/mL К–

C–
2,5×107 1,25×107 6,25×106 2,5×107 1,25×107 6,25×106

I 1/1 + + + – + + + –

1/2 + + + – + + + –

2/1 + + + – + + + –

2/2 + + + – + + + –

II 1/1 + + + – + + + –

1/2 + + + – + + + –

2/1 + + + – + + + –

2/2 + + + – + + + –

III 1/1 + + + – + + + –

1/2 + + + – + + + –

2/1 + + + – + + + –

2/2 + + + – + + + –

К+
C+

1 + + + Не приме-
нимо
N/A

+ + + Не приме-
нимо
N/A2 + + + + + +

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. а — номер образца вакцины; b — номер опыта; РНГА — реакция непрямой агглютинации (микрометод); ФСО — 
фармакопейный стандартный образец ФСО 3.2.00398 вакцины туляремийной живой; К– — отрицательный контроль (разво-
дящая жидкость из набора); К+ — взвесь инактивированной культуры туляремийного микроба (вакцинный штамм Francisella 
tularensis 15 НИИЭГ) с концентрацией микробных клеток (м.к.) 1,0×109 м.к./мл.
* Критерии оценки: «+» — положительный результат РНГА: эритроциты выпадают на дно лунок равномерным слоем в виде 
зонтика, занимая не менее 2/3 диаметра сферической поверхности в лунке (в ряде случаев — фестончатое оплывание краев 
агглютината); «–» — отрицательный результат РНГА: эритроциты выпадают на дно лунки в виде пуговки или узкого колечка 
с ровным краем.
Note. a, vaccine sample number; b, experiment number; RS, pharmacopoeial reference standard No. 3.2.00398 for live tularaemia 
vaccine; C–, negative control (diluent from the kit); C+, suspended inactivated culture of tularaemia microbe (Francisella tularensis 
15 NIIEG) at a concentration of 1.0×109 cells/mL; N/A, not applicable.
* Evaluation criteria: +, positive result with erythrocytes settling to the bottom of the wells as a uniform umbrella-like mat oc-
cupying at least 2/3 of the spherical well surface (in some cases, the edges can be scalloped); –, negative result with erythrocytes 
settling to the bottom of the wells as a button or a narrow ring with smooth edges.
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Применение альтернативных методов оценки качества вакцины туляремийной живой и вакцины бруцеллезной живой...

воротки поливалентной бруцеллезной сухой, 
а также реакция агглютинации с разверну-
той постановкой с применением сыворотки 
диагностической туляремийной сухой поз-
воляют упростить испытания по показателю 
«Подлинность» без потери качества и могут 
служить эффективными альтернативными ме-
тодами оценки качества вакцин.

3.	 Применение методов иммуноферментного 
анализа и реакции непрямой гемагглютина-
ции по сравнению с реакцией агглютинации 
менее предпочтительно по причине их неэко

номичности и трудоемкости. Рекомендо-
вать их для оценки качества по показателю 
«Подлинность» как вакцины бруцеллезной 
живой, так и вакцины туляремийной живой 
в настоящее время нецелесообразно.

4. 	Метод реакции агглютинации может быть ре-
комендован для внесения в требования нор-
мативных документов на вакцину бруцеллез-
ную живую и вакцину туляремийную живую 
в качестве альтернативного метода при про-
ведении оценки качества вакцин по показа-
телю «Подлинность».
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Анализ качества вакцины БЦЖ 
для иммунотерапии рака мочевого пузыря 
с помощью контрольных карт Шухарта
А.А. Савина , А.А. Воропаев, А.А. Алесина

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

 Савина Анна Александровна; Savina@expmed.ru

РЕЗЮМЕ	 АКТУАЛЬНОСТЬ. Сложность стандартизации иммунобиологических лекарственных пре-
паратов, в том числе вакцины БЦЖ, обусловливает необходимость совершенствования 
статистического подхода к анализу стабильности показателей качества препарата. Од-
ним из инструментов анализа качества являются контрольные карты Шухарта (ККШ), ис-
пользование которых позволяет выявлять и анализировать тренды изучаемых процессов 
как в режиме реального времени, так и ретроспективно.
ЦЕЛЬ. Оценка показателей качества вакцины БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пу-
зыря с применением контрольных карт Шухарта для мониторинга стабильности процес-
сов производства и проведения испытаний по показателям качества.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Проведен ретроспективный анализ результатов контроля препа-
рата Имурон-вак (Вакцина БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузыря) за 5 лет по ко-
личественным показателям качества: «Общее содержание бактерий», «Дисперсность», 
«Потеря в массе при высушивании» и «Специфическая активность». Проведена стати-
стическая обработка данных: расчет среднего значения, оценка наличия корреляции 
между результатами анализа показателей качества предприятия-производителя и испы-
тательного центра, проверка нормальности распределения, построены и проанализиро-
ваны контрольные карты индивидуальных значений и скользящих размахов по каждому 
показателю.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Значение коэффициента корреляции (r) при анализе данных производите-
ля и ИЦ составило от 0,34 до 0,70. Проверка данных испытательного центра с помощью 
критерия согласия Пирсона выявила нормальное распределение для показателей каче-
ства: «Дисперсность» (χ2=14,03) и «Потеря в массе при высушивании» (χ2=4,93). При ана-
лизе ККШ по показателям качества «Потеря в массе при высушивании» и «Специфическая 
активность» были обнаружены признаки выхода процесса производства и/или процесса 
проведения испытания при оценке качества из состояния статистической управляемости. 
При мониторинге показателей качества «Общее содержание бактерий» и «Дисперсность» 
выявлено, что было достигнуто состояние статистической управляемости. Определены 
контрольные границы для дальнейшего мониторинга стабильности результатов по пока-
зателю «Дисперсность» в реальном времени.
ВЫВОДЫ. Подтверждена применимость ККШ для оценки качества вакцины БЦЖ для им-
мунотерапии рака мочевого пузыря при проведении контроля в испытательном центре. 
Показана необходимость внедрения постоянного мониторинга стабильности показателей 
качества для повышения стандартизации процессов при производстве вакцины и методик 
проведения испытаний, что позволит обеспечить высокий уровень выпускаемой продукции.

Ключевые слова: 	 анализ качества; вакцина БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузыря; Имурон-вак; 
контрольные карты Шухарта; стабильность показателей качества; контроль качества; мо-
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ABSTRACT	 SCIENTIFIC RELEVANCE. The complexity of standardising immunobiologicals, including bacillus 
Calmette–Guérin (BCG) vaccines, requires improving the approach to statistical analysis of consist-
ency in their quality indicators. Quality analysis tools include Shewhart control charts, which can be 
used for real-time and retrospective identification and analysis of trends in the processes of interest.
AIM. This study aimed to analyse quality indicators of a BCG vaccine for bladder cancer immuno
therapy using Shewhart control charts to monitor consistency in manufacturing processes and 
quality testing of vaccines.
MATERIALS AND METHODS. The study involved a retrospective analysis of the bacterial con-
centration, dispersity index, loss-on-drying, and potency data obtained during the quality con-
trol of Imuron-vac, a BCG vaccine for bladder cancer immunotherapy, in the past 5 years. As 
part of the statistical data analysis, the authors calculated the means, investigated the corre
lation between the test results provided by the manufacturer and the quality control results 
obtained at the testing centre (TC), and checked the distributions for normality. Individuals and 
moving range control charts were plotted and analysed for each quality indicator.
RESULTS. The correlation coefficients (r) ranged from 0.34 to 0.70 for the data submitted by the 
manufacturer and the data obtained at the TC. Pearson’s goodness-of-fit test showed that the dis-
tribution of the quality control results obtained at the TC was normal, with χ2 = 14.03 for the dis-
persity index values and χ2 = 4.93 for the loss-on-drying measurements. Shewhart control charts for 
loss-on-drying and potency data suggested that the production process and/or the testing process 
deviated from the state of statistical control. Consistency monitoring of the bacterial concentration 
and the dispersity index showed that the state of statistical control was achieved. The authors es-
tablished control limits for further real-time monitoring of the dispersity index consistency.
CONCLUSIONS. Shewhart control charts are applicable to the quality control of BCG vaccines 
for bladder cancer immunotherapy at the TC. Continuous monitoring of consistency in quality 
indicators is needed to improve the standardisation of vaccine production processes and test-
ing methods, as this standardisation will result in high product quality.
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Введение
Согласно данным Всемирной организации 

здравоохранения (ВОЗ) на 2024 г. рак мочевого 
пузыря входит в десять наиболее распростра-
ненных в мире онкологических заболеваний1. 
Основной причиной неблагоприятных исходов 
при немышечно-инвазивном раке мочевого пу-
зыря является высокая частота развития реци-
дивов заболевания после хирургического лече-
ния. Риск рецидива может составлять до 70% [1]. 
Иммунотерапия с применением вакцины БЦЖ 
является эффективным способом лечения рака 
мочевого пузыря [2]. Проведенные исследова-
ния в течение 40 лет использования вакцины 
БЦЖ при немышечно-инвазивном раке мочево-
го пузыря показали, что БЦЖ-терапия приводит 
к снижению рисков развития рецидива и про-
грессирования заболевания и имеет преимуще-
ство перед применением внутрипузырной хи-
миотерапии [2].

Впервые проведение иммунотерапии 
на основе живого аттенуированного штам-
ма Mycobacterium bovis BCG Frappier при раке 
мочевого пузыря было предложено в 1976 г. 
в исследовании A. Morales и соавт. [3]. Изучение 
механизма противоопухолевого действия 
БЦЖ-вакцины показало, что микобактерии, вхо-
дящие в состав вакцины, индуцируют активацию 
CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов, NK-клеток, макрофа-
гов, дендритных клеток, а также секрецию ряда 
цитокинов (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, 
IL-15, IL-18), фактора некроза опухоли (TNF-α), 
интерферона-γ (IFN-γ), опосредующих местный 
противоопухолевый иммунный ответ. Как адап-
тивный, так и врожденный иммунный ответ име-
ет решающее значение в терапии БЦЖ. Однако 
механизм противоопухолевого ответа на введе-
ние БЦЖ до конца не ясен и, вероятно, является 
многофакторным [4, 5].

В настоящее время для лечения рака моче-
вого пузыря в Российской Федерации разре-
шен к применению отечественный препарат 
Имурон-вак (Вакцина БЦЖ для иммунотерапии 
рака мочевого пузыря)2, выпускаемый ФГБУ 
«Национальный исследовательский центр эпиде-
миологии и микробиологии имени почетного ака-
демика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России (филиал 

«Медгамал»). Препарат представляет собой мико-
бактерии вакцинного штамма Mycobacterium bovis 
субштамм BCG-1 (Russia), лиофилизированные 
в 1,5% растворе глутамата натрия3.

Требования к показателям качества препа-
рата изложены в Государственной фармакопее 
Российской Федерации XIV изд.4 (ГФ РФ XIV). 
Мониторинг стабильности показателей качества 
лекарственных препаратов  — важный компо-
нент системы управления производственным 
процессом. Контроль качества иммунобиоло-
гических лекарственных препаратов является 
основополагающим условием для обеспечения 
безопасности и эффективности выпускаемой 
продукции. Каждый производственный или тех-
нологический процесс обладает определенной 
изменчивостью вследствие действия на него 
множества факторов: вариативность исходных 
реактивов и материалов, оборудования, мето-
дик выполнения работ и проведения испыта-
ний, навыков персонала. В силу этого результа-
ты процесса — продукция и характеристики ее 
качества  — обладают определенной степенью 
вариации, но в рамках допустимых пределов 
[6]. Принимая во внимание сложность стандар-
тизации иммунобиологических лекарственных 
препаратов, в том числе вакцины БЦЖ, актуаль-
ной задачей является разработка системного 
статистического подхода к анализу показателей 
качества препарата вакцины при проведении 
мониторинга стабильности производственно-
го процесса. Основная задача статистического 
управления процессом состоит в недопущении 
отклонений параметров от установленных стан-
дартов, а также в своевременном обнаружении 
подобных отклонений [7].

Одним из инструментов оценки стабильно-
сти и анализа показателей производственного 
процесса являются контрольные карты Шухарта 
(ККШ), использование которых позволяет выяв-
лять и анализировать тренды изучаемых про-
цессов как в режиме реального времени, так 
и ретроспективно. В Российской Федерации ме-
тод описан в стандартах ГОСТ Р ИСО 7870-1-2022 
и ГОСТ Р ИСО 7870-2-20155. Контрольные карты — 
простой и эффективный стандартизирован-
ный статистический инструмент для контроля 

1	 https://gco.iarc.fr/today/home
2	 Государственный реестр лекарственных средств. https://grls.rosminzdrav.ru
3	 Государственный реестр лекарственных средств. Инструкция по медицинскому применению препарата Имурон-вак 

(Вакцина БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузыря). https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid-
=2c603cdb-8b61-4ae5-b196-689e5e8ee3ef

4	 ФС.3.3.1.0053.18 Вакцина БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузыря живая. Государственная фармакопея Россий-
ской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

5	 ГОСТ Р ИСО 7870-1-2022. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 1. Общие принципы.

	 ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.

https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=2c603cdb-8b61-4ae5-b196-689e5e8ee3ef
https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=2c603cdb-8b61-4ae5-b196-689e5e8ee3ef
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изменчивости и управления технологически-
ми процессами. Метод позволяет получать до-
стоверные данные о процессе, выявлять сбои, 
проводить корректировку для достижения ста-
тистически управляемого состояния [7, 8]. В фар-
мацевтической промышленности качество и без-
опасность продуктов играют решающую роль, 
поэтому применение контрольных карт являет-
ся неотъемлемой частью стратегии обеспече-
ния высокого качества выпускаемой продукции. 
Они предоставляют необходимые инструменты 
для мониторинга и контроля производственных 
процессов, которые позволяют своевремен-
но идентифицировать негативные тенденции 
и риски для качества производимых фармацев-
тических препаратов, что способствует приня-
тию наиболее правильных решений [9, 10].

ККШ используют в том числе для оценки ста-
бильности производства вакцин. Их примене-
ние обеспечивает возможность эффективной 
оценки данных при подтверждении соответ-
ствия характеристик лекарственных препаратов 
требованиям нормативной документации (НД) 
[11]. В соответствии с ГОСТ ISO/IEC 17025-20196  
установлено требование использования стати-
стических методов для мониторинга и контро-
ля процессов в испытательных лабораториях. 
При этом статистические подходы не конкре-
тизированы, поэтому вполне допустимо при-
менение лабораториями для более точного 
контроля процессов измерения таких инстру-
ментов, как ККШ.

Цель работы — оценка показателей качества 
вакцины БЦЖ для иммунотерапии рака моче-
вого пузыря с применением контрольных карт 
Шухарта для мониторинга стабильности про-
цессов производства и проведения испытаний 
по показателям качества.

Для выполнения цели были поставлены сле-
дующие задачи:

–– определить показатели качества вакцины 
для иммунотерапии рака мочевого пузыря, 
которые можно использовать для статистиче-
ского контроля с помощью ККШ;

–– систематизировать результаты анализа пока-
зателей качества вакцины за 2019–2023 гг. со-
гласно данным предприятия-производителя 
и испытательного центра и построить на их 
основе ККШ;

–– оценить эффективность применимости ис-
пользования ККШ при мониторинге качества 
вакцины.

Материалы и методы
Материалы

Образцы препарата Имурон-вак (Вакцина 
БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузы-
ря), лиофилизат для приготовления суспензии 
для внутрипузырного введения, 8–15  млн/мг, 
50 мг во флаконе, производства ФГБУ «НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России (филиал 
«Медгамал»); 138 коммерческих серий 2019–
2023 гг. выпуска, поступивших в Испытательный 
центр (ИЦ) экспертизы качества медицинских 
иммунобиологических препаратов ФГБУ 
«Научный центр экспертизы средств меди-
цинского применения» Минздрава России 
для подтверждения соответствия показателей 
качества препарата требованиям нормативной 
документации (НД).

Оборудование
Для проведения испытаний использовали 

оборудование с действительным свидетель-
ством о поверке (аттестации): шкаф ламинарный 
II класса биологической защиты NU-425-500E 
(NuAire Inc., США); термостат-инкубатор с есте-
ственной конвекцией BD240 (Binder GmbH, 
Германия); колориметр фотоэлектрический 
КФК-3 (ОАО «ЗОМЗ», Россия); весы аналити-
ческие специальные 1-го класса точности BP 
221S (ООО «Сартогосм», Россия); термостат 
ТС-1/80 СПУ (ОАО «Смоленское СКТБ СПУ», 
Россия); дозаторы механические одноканаль-
ные 20–200 и 500–5000 мкл (Biohit, Sartorius, 
Финляндия).

Методы
При ретроспективном анализе были исполь-

зованы данные испытаний вакцины БЦЖ для им-
мунотерапии рака мочевого пузыря согласно 
результатам, предоставленным предприятием-
производителем, и результатам, полученным 
при контроле качества в ИЦ. Испытания по по-
казателям качества проводились в соответствии 
с методиками, описанными в ГФ РФ XIV7 и в НД 
производителя.

Общее содержание бактерий. Показатель 
определяли фотометрическим методом в соот- 
ветствии с требованиями ФС.3.3.1.0053.188. 
Препарат восстанавливали до содержания 
1  мг/мл микробных клеток БЦЖ путем добав-
ления во флакон 0,9% раствора натрия хлорида. 
Определяли оптическую плотность (ОП) восста-
новленного препарата при длине волны 490 нм. 

6	 ГОСТ ISO/IEC 17025-2019. Общие требования к компетентности испытательных и калибровочных лабораторий.
7	 ФС.3.3.1.0053.18 Вакцина БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузыря живая. Государственная фармакопея Россий-

ской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
8	 Там же.
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Контролем служил стерильный 0,9% раствор на-
трия хлорида.

Дисперсность. Испытание проводили сов-
местно с определением общего содержания 
бактерий фотометрическим методом по мето-
дике, изложенной в нормативной документации 
на препарат9. ОП раствора образца измеряли 
при 440 и 670 нм, показатель дисперсности (n) 
вычисляли по формуле (1):

	
n =

K
,lg D1/D2 

	
(1)

где D1, D2, — ОП при длине волны λ1 и λ2, К — по-
стоянный множитель.

Специфическая активность. Для оценки пока-
зателя согласно требованиям ФС.3.3.1.0053.1810 
проводили определение числа жизнеспособ-
ных клеток БЦЖ в 1 мг вакцины методом посева 
восстановленного препарата на плотную пита-
тельную среду Левенштейна  —  Йенсена с по-
следующим инкубированием в течение 28 сут 
при 37 °С и подсчетом выросших колоний.

Потеря в массе при высушивании. Показатель 
определяли гравиметрическим методом в соот-
ветствии с требованиями ОФС.1.2.1.0010.1511.

Статистическую обработку данных про-
водили, рассчитывая среднее значение, стан-
дартное отклонение, коэффициент корреляции, 
с использованием программы Microsoft Office 
Excel 2007.

Построение контрольных карт Шухарта. 
ККШ строили на основе данных, полученных 
в ИЦ в ходе проведения испытаний на соот-
ветствие требованиям НД. Были построены 
и проанализированы два типа ККШ: карты 
скользящих размахов (R-карта) и карты индиви-
дуальных значений (X-карта). Величину сколь-
зящих размахов (R) определяли как разность 
между двумя последовательными значениями. 
Значения размахов и индивидуальные значе-
ния откладывали на X- и R-картах на оси орди-
нат в зависимости от номеров серий препарата, 
которые были отмечены по оси абсцисс в хро-
нологическом порядке. На каждой контрольной 
карте отмечали центральную линию (CL), верх-
нюю (UCL) и нижнюю контрольную границы 
(LCL). Эти границы были рассчитаны с учетом R. 
Полученные результаты были интерпретирова-
ны в соответствии с требованиями ГОСТ Р ИСО 
7870-2-201512.

Результаты и обсуждение
Обоснование выбора показателей качества 
вакцины

При выборе анализируемых показателей 
качества вакцины БЦЖ для иммунотерапии 
рака мочевого пузыря (табл. 1) предпочтитель-
ным было использование показателей, имею-
щих количественный тип данных, поскольку 
они являются информативными и позволяют 
проводить анализ, отслеживать состояние про-
цесса во времени и, главное, воздейство-
вать на процесс до того, как он выйдет из-под 
контроля. Поэтому для исследования были ото-
браны показатели качества, имеющие число-
вые значения: «Общее содержание бактерий», 
«Дисперсность», «Потеря в массе при высушива-
нии» и «Специфическая активность».

Сравнительный анализ значений показателей 
качества вакцины

Результаты испытаний по выбранным пока-
зателям качества вакцины БЦЖ для иммуно-
терапии рака мочевого пузыря согласно данным 
предприятия-производителя и ИЦ представ-
лены в таблице 2. Средние значения показа-
телей и значения стандартных отклонений 
результатов полностью совпали для показа-
телей качества «Общее содержание бактерий» 
и «Дисперсность», небольшие различия были 
определены для показателя «Специфическая 
активность». При посерийном анализе была 
выявлена выраженная корреляционная связь 
для всех показателей, кроме показателя «Общее 
содержание бактерий», для которого характер-
на умеренная связь (r=0,34).

Стоит отметить значительные различия меж-
ду результатами испытаний предприятия-произ-
водителя и ИЦ по показателю «Потеря в массе 
при высушивании» при заметной корреляцион-
ной связи. Возможные причины получения таких 
данных: недостаточная стандартизация про-
цесса лиофилизации и определения показателя 
«Потеря в массе при высушивании». Сложность 
оценки данного показателя обусловлена осо-
бенностями процесса высушивания, при ко-
тором наблюдается так называемый «эффект 
краевого флакона». Данный эффект объясня-
ется неравномерной передачей тепла в каме-
ре лиофильной сушки  — крайние флаконы по-
лучают тепло и от полки камеры, и от стенок 

9	 Нормативная документация НД Р N001970/01–120722 Имурон-вак (Вакцина БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузыря).
10	 ФС.3.3.1.0053.18 Вакцина БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузыря живая. Государственная фармакопея Россий-

ской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
11	 ОФС.1.2.1.0010.15 Потеря в массе при высушивании. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
12	 ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.
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сушильного аппарата, а центральные  — толь-
ко от полки. Неравномерный нагрев вызыва-
ет разную скорость сублимации, в результате 
чего внутри одной серии препарата может на-
блюдаться существенная разница в остаточной 
влажности. Также на скорость сублимации влаги 
влияет загрузка камеры — при увеличении коли-
чества флаконов в камере скорость сублимации 
снижается.

Кроме того, определение остаточной влаж-
ности гравиметрическим методом сопряжено 
с некоторыми сложностями технического ха-
рактера, что влияет на высокую неопределен-
ность результатов измерений, которая связана 
с большой гигроскопичностью исследуемых об-
разцов препарата вакцины и малыми массами 
навесок исследуемых образцов [12]. Различие 
между данными ИЦ и производителя может 
быть объяснено недостаточным удалением вла-
ги из образцов в процессе испытания на базе 
предприятия-производителя.

Построение и анализ контрольных карт 
Шухарта

Применение ККШ предполагает, что исследу-
емая характеристика подчиняется нормальному 
распределению, так как коэффициенты, исполь-
зуемые для расчета контрольных границ, выве-
дены для нормального распределения. В ГОСТ P 

ИСО 7870-2-201513 имеется отдельное предупре-
ждение о необходимости проявления осторож-
ности при интерпретации карт индивидуальных 
значений, если распределение не является нор-
мальным.

Гистограммы распределения для каждого по-
казателя качества представлены на рисунке 1. 
Проверка данных за 2019–2023 гг. с помощью 
критерия согласия Пирсона показала, что нор-
мальное распределение выявлено для двух 
показателей качества: «Дисперсность» (по 
данным производителя χ2=6,7; по данным 
ИЦ χ2=14,03; критическое значение χ2=14,07) 
и «Потеря в массе при высушивании» (по 
данным производителя χ2=12,56; по данным 
ИЦ χ2=4,93; критическое значение χ2=14,07). 
Для остальных показателей значение крите-
рия χ2 превысило критическое значение: 16,56 
для показателя «Общее содержание бакте-
рий»; 35 и 133 для показателя «Специфическая 
активность» по данным производителя и ИЦ 
соответственно. Таким образом, построение 
ККШ по показателям качества «Общее содер-
жание бактерий» и «Специфическая актив-
ность» на данном этапе не дает информатив-
ного результата. Однако согласно ГОСТ Р ИСО 
7870-2-201514 (раздел 6) «небольшие отклоне-
ния характеристики процесса от нормального 
распределения не должны быть препятствием 

13	 ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.
14	 Там же.

Таблица 1. Показатели качества вакцины БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузыря
Table 1. Quality indicators of BCG vaccines for bladder cancer immunotherapy

Наименование показателя качества вакцины
Vaccine quality indicator

Тип данных показателей качества
Type of data

Общее содержание бактерий
Дисперсность
Потеря в массе при высушивании
Специфическая активность
Bacterial concentration
Dispersity index
Loss on drying
Potency

Количественный
Quantitative

Описание
Подлинность
Проходимость через иглу
Время восстановления препарата
Герметичность (вакуум)
Отсутствие посторонней микрофлоры
Аномальная токсичность
Специфическая безопасность
Description
Identification
Syringeability
Reconstitution time
Container–closure integrity (vacuum)
Bacterial and fungal contamination
Abnormal toxicity
Virulent mycobacteria

Альтернативный
Alternative

Таблица составлена авторами по данным нормативной документации с изменениями / The table is prepared by the authors using the product specification file
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в использовании таких карт как эмпирической 
процедуры принятия решений» (рис. 2, 3).

Контрольные карты Шухарта по значениям 
показателя качества «Общее содержание бак-
терий». На карте индивидуальных значений 
по показателю «Общее содержание бактерий» 
(рис.  2А) наблюдалось появление критериев 
особых причин: выход одной точки за контроль-
ные границы (значение 0,400; результат под-
тверждается данными производителя), а так-
же выявлены структуры расположения точек 
по одну сторону от центральной линии (рис. 
2А, области выделены красным цветом). Такое 
расположение точек (тренд) может быть объяс-
нено внесением некоторых изменений в техно-
логический процесс, при которых поменялось 
среднее значение показателя в данные отрезки 
времени, при этом среднее значение стандарт-
ного отклонения не изменилось, что свидетель-
ствует о стабильности процесса.

Контрольные карты Шухарта по значе-
ниям показателя качества «Специфическая 

активность». На карте индивидуальных зна-
чений по показателю «Специфическая актив-
ность» (рис. 3А, В) наблюдался большой разброс 
значений скользящих размахов, выходы точек 
за контрольные границы, а также необычные 
структуры расположения точек. Наиболее веро-
ятно, что широкий диапазон нормативных зна-
чений (от 8 до 15 млн клеток/мг) влияет на от-
сутствие нормального распределения данных 
(рис. 1G, H).

Несмотря на то что культуральный ме-
тод является официально рекомендованным 
ВОЗ15, он имеет ряд недостатков. Высокая ва-
риабельность результатов метода возможна 
из-за ошибок разведения, модификации среды 
во время культивирования и ошибок подсчета. 
Существенным недостатком метода является 
способность клеток БЦЖ к агрегации (слипанию), 
которая обусловлена составом и структурой кле-
точных мембран этих бактерий16 [13–16]. Это об-
стоятельство может вызывать искажение истин-
ного значения показателя числа жизнеспособных 

15	 Recommendations to assure the quality, safety and efficacy of BCG vaccines. Annex 3. WHO Technical Report Series No. 979. 
WHO; 2013. 

16	 Там же.

Таблица 2. Значения показателей качества вакцины БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузыря согласно данным пред-
приятия-производителя и испытательного центра, полученные в 2019–2023 гг.
Table 2. Quality indicators for the BCG vaccine for bladder cancer immunotherapy according to the data submitted by the 
manufacturer and the data obtained at the testing centre in 2019–2023

Параметр
Parameter

Место 
испытаний
Testing site

Показатель качества препарата
Product quality indicator

Общее содержа-
ние бактерий, ОЕ
Bacterial concen-

tration, OD

Дис-
персность, n

Dispersity 
index, n

Потеря в массе 
при высушива-

нии, %
Loss on drying, %

Специфическая актив-
ность, млн клеток/мг

Potency,  
million cells/mg

Среднее значение
Mean value

А 0,35 1,4 1,5 12,22

В 0,35 1,4 2,9 12,83

Стандартное отклонение
Standard deviation

А 0,03 0,1 0,6 2,23

В 0,03 0,1 0,8 2,82

Минимальное значение
Minimum value

А 0,30 1,2 0,4 8,00

В 0,30 1,2 0,9 8,00

Максимальное значение
Maximum value

А 0,39 1,6 3,6 15,00

В 0,40 1,6 4,8 17,02

Коэффициент корреляции, r
Correlation coefficient, r – 0,34 0,70 0,64 0,58

Значение показателя согласно 
требованиям НД
PSF requirement

– 0,30–0,40 ≥1,2 ≤5,0 8–15

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. А — данные результатов анализа, предоставленные предприятием-производителем; В — данные, полученные 
при контроле качества в Испытательном центре; НД — нормативная документация.
Note. A, test results submitted by the manufacturer; B, quality control results obtained at the testing centre; PSF, product specifi
cation file.
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Гистограммы распределения значений результатов испытаний за 2019–2023 гг. по показателям качества: «Общее содер-
жание бактерий» (A, B), «Дисперсность» (C, D), «Потеря в массе при высушивании» (E, F), «Специфическая активность» (G, H). A, 
C, E, G — результаты анализа предприятия-производителя; B, D, F, H — результаты контроля качества в испытательном центре.

Fig. 1. Histograms showing the distribution of quality test results for 2019–2023 by quality indicators: bacterial concentration 
(A, B), dispersity index (C, D), loss on drying (E, F), and potency (G, H). A, C, E, G, testing by the manufacturer; B, D, F, H, quality 
control at the testing centre.
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микобактерий в препарате, так как часть микроор-
ганизмов, не давших рост отдельных колоний, 
не может быть учтена. Также существенное влия-
ние на результаты могут оказывать компоненты 
питательной среды: для культурального метода 
анализа как на предприятии-производителе вак-
цины, так и в ИЦ используется натуральная яич-
ная среда Левенштейна — Йенсена. Натуральные 
среды характеризуются сложным непостоянным 
химическим составом, уступают синтетическим 
средам по стандартности и воспроизводимости 
результатов [17, 18]. Возможно, при расхожде-
нии результатов, полученных предприятием-
производителем и ИЦ, также следует обратить 
внимание на компоненты питательной среды. 
Учитывая вышеизложенное, производителям 
и контрольным лабораториям следует рассмот-
реть альтернативные методы определения спе-
цифической активности, основанные на био-
люминесценции, колориметрии или проточной 
цитометрии, отличающиеся быстротой и большей 
воспроизводимостью.

Контрольные карты Шухарта по значе-
ниям показателя качества «Потеря в массе 
при высушивании». Контрольные карты, по-

лученные по результатам определения пока-
зателя «Потеря в массе при высушивании», 
представлены на рисунке 4. На карте скользя-
щих размахов наблюдалась только одна точка 
выхода за контрольные границы. На карте ин-
дивидуальных значений (рис. 4А) выявлен вы-
ход точек за контрольную границу, и неблаго-
приятные тренды. Отдельно стоит выделить 
структуру расположения точек (с 639 по 651 се-
рию), формирующую тренд в виде буквы «V», 
и резкий подъем значений, близкий и к верхней 
контрольной линии, и к границе нормативных 
требований, что повышает риск получения се-
рии, не соответствующей требованиям НД.

Представленные данные демонстрируют 
признаки неуправляемости процесса, что де-
лает невозможным использование полученных 
контрольных границ для мониторинга качества 
вакцины и указывает, что процесс был подверг-
нут воздействию особых причин. В такой ситу-
ации предприятию-производителю необходимо 
стандартизировать процесс лиофилизации и ме-
тодики определения потери в массе при высу-
шивании для приведения процесса в статисти-
чески управляемое состояние.
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Рис. 2. Контрольные карты по значениям показателя качества «Общее содержание бактерий» вакцины БЦЖ для иммуноте
рапии рака мочевого пузыря, построенные по результатам контроля качества в испытательном центре. На карте индивиду-
альных значений (А) ось Y — индивидуальные значения показателя «Общее содержание бактерий» (оптические единицы). 
На карте скользящих размахов (В) ось Y — значения размахов показателя между последовательными сериями препарата. 
Ось X — порядковые номера серий вакцины. CL — центральная линия; UCL и LCL — верхняя и нижняя контрольные границы. 
Область, выделенная красным цветом, включает точки, соответствующие одному из критериев особых причин.

Fig. 2. Control charts for the bacterial concentration measured at the testing centre during quality control of the BCG vaccine for 
bladder cancer immunotherapy. The Y-axis of the individuals control chart (A) shows individual bacterial concentration values 
(optical density units). The Y-axis of the moving range control chart (B) shows quality indicator ranges between successive batches 
of the product. The X-axis shows sequential numbers of vaccine batches. CL, central line; UCL/LCL, upper/lower control limits. The 
area highlighted in red includes points that meet a special cause criterion.
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Контрольные карты Шухарта по значениям 
показателя качества «Дисперсность». При про-
ведении испытаний все значения по показателю 
качества «Дисперсность» соответствовали тре-
бованиям НД  — не менее 1,2. Средние значе-
ния показателя производителя и ИЦ составили 
1,40 и 1,39 соответственно при относительном 
стандартном отклонении не более 4,8% (табл. 2), 
что также может свидетельствовать о стабиль-
ности как производственного процесса, так 
и определения значений данного показателя. 
На построенных ККШ (рис. 5А, В) в начале на-
блюдаемого периода имелись признаки выхода 
процесса из состояния статистической управ-
ляемости: неоднородность размахов, выход то-
чек за переделы контрольных границ, что может 
свидетельствовать о влиянии на процесс особых 
причин. Однако в период после серии 550 выяв-
лена стабилизация процесса.

При оценке стабильности проведения испыта-
ний по данному показателю такими причинами 
могут являться смещение кюветы, плохая под-
готовка кюветы, ошибки при пробоподготовке, 
неверная установка длины волны. В соответствии 

с ГОСТ Р ИСО 7870-2-201517 данные, на которые 
могли повлиять эти причины, должны быть удале-
ны, а контрольные границы пересчитаны.

Точки, оставшиеся после удаления данных 
за 2019 г., отображают собственную изменчи-
вость процесса; контрольная карта демонстри-
рует состояние статистической управляемости, 
в связи с чем можно рассчитать более точные 
контрольные границы (рис. 6).

Новые контрольные границы, определен-
ные в ходе испытаний на подтверждение со-
ответствия требованиям показателя качества 
«Дисперсность», можно использовать для даль-
нейшего мониторинга стабильности показа-
телей качества в реальном времени с парамет-
рами, приведенными в таблице 3.

Таким образом, представленные в работе дан-
ные продемонстрировали признаки нестабильно-
сти процесса производства и/или процесса про-
ведения испытания при оценке качества вакцины 
БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузыря 
по показателям «Специфическая активность» 
и «Потеря в массе при высушивании». Принимая 
во внимание, что полученные результаты 

17	 ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.
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Рис. 3. Контрольные карты по значениям показателя качества «Специфическая активность» вакцины БЦЖ для иммуноте
рапии рака мочевого пузыря, построенные по результатам контроля качества в испытательном центре. На карте индивиду-
альных значений (А) ось Y — индивидуальные значения показателя «Специфическая активность» (млн клеток/мг). На карте 
скользящих размахов (В) ось Y — значения размахов показателя между последовательными сериями препарата. Ось X — 
порядковые номера серий вакцины. CL — центральная линия; UCL и LCL — верхняя и нижняя контрольные границы. Область, 
выделенная красным цветом, включает точки, соответствующие одному из критериев особых причин.

Fig. 3. Control charts for the potency measured at the testing centre during quality control of the BCG vaccine for bladder cancer 
immunotherapy. The Y-axis of the individuals control chart (A) shows individual potency values (million cells/mg). The Y-axis of 
the moving range control chart (B) shows quality indicator ranges between successive batches of the product. The X-axis shows 
sequential numbers of vaccine batches. CL, central line; UCL/LCL, upper/lower control limits. The area highlighted in red includes 
points that meet a special cause criterion.
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по показателю «Специфическая активность» 
не имеют нормального распределения, а пока-
затель характеризуется широким диапазоном 
нормативных значений, построение контрольных 

границ для последующего мониторинга с помо-
щью контрольных карт на данном этапе затрудни-
тельно. Однако согласно требованиям ГОСТ Р ИСО 
7870-2-2015 (раздел 6)18 «небольшие отклонения 
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Рис. 4. Контрольные карты по значениям показателя качества «Потеря в массе при высушивании» вакцины БЦЖ для имму-
нотерапии рака мочевого пузыря, построенные по результатам контроля качества в испытательном центре. На карте инди-
видуальных значений (А) ось Y — индивидуальные значения показателя «Потеря в массе при высушивании» (%). На карте 
скользящих размахов (В) ось Y — значения размахов показателя между последовательными сериями препарата. Ось X — 
порядковые номера серий вакцины. CL — центральная линия; UCL и LCL — верхняя и нижняя контрольные границы. Область, 
выделенная красным цветом, включает точки, соответствующие одному из критериев особых причин.

Fig. 4. Control charts for the loss on drying measured at the testing centre during quality control of the BCG vaccine for bladder 
cancer immunotherapy. The Y-axis of the individuals control chart (A) shows individual loss-on-drying results (%). The Y-axis of 
the moving range control chart (B) shows quality indicator ranges between successive batches of the product. The X-axis shows 
sequential numbers of vaccine batches. CL, central line; UCL/LCL, upper/lower control limits. The area highlighted in red includes 
points that meet a special cause criterion.

Таблица 3. Параметры для мониторинга стабильности производства вакцины БЦЖ для иммунотерапии рака мочевого пузы-
ря по показателю качества «Дисперсность»
Table 3. Parameters for monitoring the consistency of production of the BCG vaccine for bladder cancer immunotherapy by the 
dispersity index

Параметр
Parameter

Значение параметра
Parameter value

Количество данных
Amount of data 68

Среднее значение показателя
Mean value of the quality indicator 1,394

Верхняя контрольная граница
Upper control limit 1,482

Нижняя контрольная граница
Lower control limit 1,307

Среднее значение скользящих размахов
Mean value of moving ranges 0,033

Верхняя контрольная граница карты скользящих размахов
Upper control limit for the moving range chart 0,107

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

18	 ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.
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характеристики процесса от нормального рас-
пределения не должны быть препятствием в ис-
пользовании таких карт как эмпирической проце-
дуры принятия решений».

Представленные данные по показателю 
«Потеря в массе при высушивании» указывают 
на признаки неуправляемости процесса, что де-
лает невозможным использование полученных 
контрольных границ для мониторинга качества 
вакцины и свидетельствуют о необходимости 
стандартизации процесса лиофилизации и ме-
тодики испытания. Таким образом, допускается 
возможность внедрения постоянного монито-
ринга производственного процесса даже в усло-
виях его нестабильности.

Проведенный с помощью контрольных карт 
Шухарта анализ показателей качества «Общее 
содержание бактерий» и «Дисперсность» сви-
детельствует о стабильности процесса произ-
водства препарата вакцины БЦЖ для иммуно-
терапии рака мочевого пузыря, однако наличие 
предупреждающих сигналов указывает на необ-
ходимость проведения дополнительных меро-
приятий, направленных на стандартизацию тех-
нологического процесса.

Выводы
1.  Определены показатели качества вак-

цины для иммунотерапии рака мочевого пу-
зыря, которые можно использовать для стати-
стического анализа с помощью контрольных 
карт Шухарта: «Общее содержание бактерий», 
«Дисперсность», «Потеря в массе при высушива-
нии» и «Специфическая активность».

2.  При сравнительном анализе средних 
значений показателей качества предприятия-
производителя и испытательного центра уста-
новлено, что для показателей «Общее содер-
жание бактерий» и «Дисперсность» средние 
значения и их стандартные отклонения совпа-
дали и составляли 0,35±0,03 ОЕ и 1,4±0,1 соот-
ветственно. Для показателей «Потеря в массе 
при высушивании» и «Специфическая актив-
ность» наблюдается расхождение средних зна-
чений между предприятием-производителем 
и испытательным центром. Так, по показателю 
«Потеря в массе при высушивании» средние зна-
чения составили 1,5±0,6 и 2,9±0,8%, а по показа-
телю «Специфическая активность» — 12,22±2,23 
и 12,83±2,82 млн клеток/мг соответственно. 
При посерийном корреляционном анализе 
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Рис. 5. Контрольные карты по значениям показателя качества «Дисперсность» вакцины БЦЖ для иммунотерапии рака моче-
вого пузыря, построенные по результатам контроля качества в испытательном центре. На карте индивидуальных значений 
(А) ось Y — индивидуальные значения показателя «Дисперсность» (n). На карте скользящих размахов (В) ось Y — значения 
размахов показателя между последовательными сериями препарата. Ось X — порядковые номера серий вакцины. CL — 
центральная линия; UCL и LCL — верхняя и нижняя контрольные границы. Область, выделенная красным цветом, включает 
точки, соответствующие одному из критериев особых причин.

Fig. 5. Control charts for the dispersity index measured at the testing centre during quality control of the BCG vaccine for bladder 
cancer immunotherapy. The Y-axis of the individuals control chart (A) shows individual dispersity index values (n). The Y-axis of 
the moving range control chart (B) shows quality indicator ranges between successive batches of the product. The X-axis shows 
sequential numbers of vaccine batches. CL, central line; UCL/LCL, upper/lower control limits. The area highlighted in red includes 
points that meet a special cause criterion.
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наблюдалась выраженная связь для всех пока-
зателей кроме показателя «Общее содержание 
бактерий»  — значения коэффициента корреля-
ции (r) составляли от 0,34 до 0,70.

3.  При оценке данных испытательного центра 
с помощью критерия согласия Пирсона выявле-
но нормальное распределение для показателей 
качества «Дисперсность» (χ2=14,03) и «Потеря 
в массе при высушивании» (χ2=4,93). При анализе 
карт по показателям «Потеря в массе при высу-
шивании» и «Специфическая активность» наблю-
дались признаки выхода процесса производства 
и/или процесса проведения испытания из состо-
яния статистической управляемости. При мони-
торинге показателей «Общее содержание бак-
терий» и «Дисперсность» выявлено, что было 
достигнуто состояние статистической управ-
ляемости. Установлены параметры для дальней-
шего мониторинга стабильности производства 

вакцины БЦЖ для иммунотерапии рака мочево-
го пузыря по показателю «Дисперсность» в ре-
альном времени: значение верхней контрольной 
границы — 1,482; значение нижней контрольной 
границы — 1,307; значение верхней контрольной 
границы карты скользящих размахов — 0,107.

4.  Проведенная оценка данных показала, 
что технологический процесс и/или методи-
ка проведения испытаний вакцины выходили 
из состояния статистической управляемости. 
Продемонстрирована необходимость внедре-
ния контрольных карт Шухарта и постоянного 
мониторинга стабильности показателей каче-
ства для повышения стандартизации процес-
сов и обеспечения высокого уровня выпускае-
мой продукции как на производстве вакцины, 
так и в испытательном центре, а также целе-
сообразность дальнейших совместных иссле-
дований.
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Рис. 6. Контрольные карты по значениям показателя качества «Дисперсность» вакцины БЦЖ для иммунотерапии рака мо-
чевого пузыря, построенные по результатам контроля качества в испытательном центре после удаления данных по препа-
ратам серий 484–571. На карте индивидуальных значений (А) ось Y — индивидуальные значения показателя «Дисперсность» 
(n); на карте скользящих размахов (В) ось Y — значения размахов показателя между последовательными сериями препарата. 
Ось X — порядковые номера серий вакцины. CL — центральная линия; UCL и LCL — верхняя и нижняя контрольные границы.

Fig. 6. Control charts for the dispersity index measured at the testing centre during quality control of the BCG vaccine for bladder 
cancer immunotherapy, without the results for batches 484–571. The Y-axis of the individuals control chart (A) shows individual dis-
persity index values (n). The Y-axis of the moving range control chart (B) shows quality indicator ranges between successive batches 
of the product. The X-axis shows sequential numbers of vaccine batches. CL, central line; UCL/LCL, upper/lower control limits.
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иммунобиологических свойств
А.П. Жеребцов , А.А. Калошин, Н.А. Михайлова

	 Федеральное государственное бюджетное научное учреждение  
«Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова»  
Малый Казенный пер., д. 5а, Москва, 105064, Российская Федерация

 Калошин Алексей Алексеевич; alex-k-1973@yandex.ru

РЕЗЮМЕ	 АКТУАЛЬНОСТЬ. Учитывая множественную устойчивость к антимикробным препаратам 
Pseudomonas aeruginosa — одного из основных возбудителей очаговых и генерализован-
ных форм гнойно-воспалительных заболеваний у людей с ослабленным иммунитетом, 
актуальной представляется разработка эффективных профилактических вакцин против 
P. aeruginosa, а также усиление защитных свойств вакцин путем подбора адъювантов. Яв-
ляется перспективным использование флагеллина жгутиков P. aeruginosa как индуктора 
системы врожденного иммунитета за счет взаимодействия с толл-подобным рецептором 
5-го  типа (TLR5) и активатора Т-клеточного иммунного ответа в качестве компонента 
или адъюванта при разработке вакцин.
ЦЕЛЬ. Получение рекомбинантного флагеллина С Р. aeruginosa и изучение его иммуноген-
ных, протективных и адъювантных свойств.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Нуклеотидную последовательность гена fliC синтезировали 
с помощью ПЦР на основе матричной ДНК Р. aeruginosa РА-103 и встраивали в плазмиду 
pQE-30 для последующей экспрессии в клетках Escherichia coli М15. Очистку рекомбинант-
ного флагеллина С (FliC) Р. aeruginosa проводили в два этапа: выделение телец включения 
и их последующее растворение в буферных растворах, содержащих мочевину и гуани-
дин гидрохлорид. Мышей иммунизировали внутрибрюшинно двукратно с двухнедельным 
интервалом с использованием очищенного рекомбинантного белка FliC (доза — 50 мкг 
на животное) и его комбинацией с поверхностным антигеном Klebsiella pneumoniae (соот-
ношение 1:1). Образцы сыворотки крови иммунизированных мышей исследовали с помо-
щью иммуноферментного анализа (ИФА) на наличие специфических антител к FliC. За-
щитные свойства FliC оценивали при экспериментальном внутрибрюшинном заражении 
мышей культурами Р. aeruginosa РА-103 и K. pneumoniae № 204.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Получен штамм-продуцент рекомбинантного флагеллина С. Проведена на-
работка рекомбинантного белка FliC и его очистка (степень чистоты 97,6%). При анализе 
образцов сыворотки иммунизированных мышей в ИФА и оценке защитных свойств от экс-
периментально вызываемой инфекции показано, что очищенный рекомбинантный белок 
FliC обладал иммуногенными свойствами. В группе мышей, иммунизированных FliC, ин-
декс эффективности защитных свойств при инфицировании P. aeruginosa соответствовал 
3,0, что свидетельствует о протективном эффекте FliС. Рекомбинантный белок FliC прояв-
лял адъювантные свойства при сочетанном использовании с поверхностным антигеном 
K. pneumoniae при инфицировании K. pneumonia — индекс эффективности составил 6,1.
ВЫВОДЫ. Очищенный рекомбинантный флагеллин С Р. aeruginosa обладал протективной 
активностью при экспериментальной синегнойной инфекции у мышей и проявлял адъю-
вантные свойства при сочетанном введении с поверхностным антигеном K. pneumoniae, 
увеличивая его иммуногенность. Использование рекомбинантного флагеллина С перспек-
тивно для создания кандидатной вакцины против синегнойной инфекции.

© А.П. Жеребцов, А.А. Калошин, Н.А. Михайлова, 2024
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characterisation of recombinant flagellin C 
of Pseudomonas aeruginosa
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ABSTRACT	 SCIENTIFIC RELEVANCE. Pseudomonas aeruginosa is one of the main causative agents of focal 
and diffuse suppurative inflammations in immunocompromised individuals. The multiple anti-
microbial resistance of Р. aeruginosa has created an urgent need to develop effective preventive 
vaccines against this bacterium and to enhance their protective properties by selecting adju-
vants. A promising strategy is to use flagellin, a P. aeruginosa flagellum component inducing the 
innate immune system through interaction with toll-like receptor 5 (TLR5) and activating the 
T-cell immune response, as a component or adjuvant in vaccine development.
AIM. This study aimed to produce recombinant flagellin C (FliC) of P. aeruginosa and investigate 
its immunogenicity, adjuvanticity, and protective properties.
MATERIALS AND METHODS. The fliC nucleotide sequence was obtained by PCR on template 
DNA of P. aeruginosa PA-103 and was inserted into the pQE-30 plasmid for subsequent expres-
sion in Escherichia coli M15. Recombinant FliC purification involved two stages: isolation of 
inclusion bodies and their dissolution in buffers containing urea and guanidine hydrochloride. 
Mice were immunised by two intraperitoneal injections with a two-week interval. The immu-
nisation used purified recombinant FliC at a dose of 50 μg per animal and its combination with 
the Klebsiella pneumoniae surface antigen in a 1:1 ratio. Serum samples from immunised mice 
were tested for specific antibodies to recombinant FliC by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA). The protective properties of FliC were assessed by intraperitoneal challenge of mice 
with cultures of P. aeruginosa PA-103 and K. pneumoniae 204.
RESULTS. The authors obtained the producing strain, generated recombinant FliC, and pu-
rified the protein to a 97.6% purity. The analysis of serum samples from immunised mice 
by ELISA and the protection assessment in challenge experiments showed that the puri-
fied recombinant FliC protein had immunogenic properties. Furthermore, the experimental 
challenge of FliC-immunised mice with P.  aeruginosa confirmed that recombinant FliC had 
protective properties, as evidenced by the protection index of 3.0. Recombinant FliC exhib-
ited adjuvant properties, as demonstrated by the effectiveness index of 6.1 observed in the 
experimental challenge of mice immunised with the combination of recombinant FliC and 
the surface antigen of K. pneumoniae.
CONCLUSIONS. The purified recombinant FliC protein of P. aeruginosa demonstrated protective 
activity in mice challenged with P. aeruginosa and adjuvant properties when combined with the 
K. pneumoniae surface antigen, increasing the immunogenicity of the latter. The use of recom-
binant FliC holds promise for the creation of a candidate vaccine against P. aeruginosa infection.
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Введение
Синегнойная палочка (Pseudomonas aerugino

sa)  — аэробная грамотрицательная бактерия 
палочковидной формы с одним или двумя по-
лярно расположенными жгутиками. P. aeruginosa 
обладает многочисленными факторами пато-
генности. В Российской Федерации P. aeruginosa 
является одним из основных микробных возбу-
дителей нозокомиальных инфекций [1, 2] и вы-
зывает большое количество внутрибольничных 
осложнений, которые характеризуются высокой 
летальностью. Из-за природной и приобретен-
ной резистентности P. aeruginosa к антибиотикам 
доступный выбор эффективных антисинегной-
ных препаратов сокращается [3–5], в связи с чем 
проблема разработки эффективных терапевти-
ческих препаратов для защиты от данной ин-
фекции приобретает высокую медико-социаль-
ную значимость.

Одним из важных факторов патогенности 
P. aeruginosa является белок флагеллин — струк-
турный компонент жгутика бактериальных кле-
ток. Жгутик P. aeruginosa состоит из базального 
тела, крючка и нити и по структуре представ-
ляет собой многочисленные спирально распо-
ложенные копии белка флагеллина. Помимо 
роли в передвижении жгутик имеет решающее 
значение в некоторых других аспектах выжи-
вания, размножения и патогенности бактерий, 
таких как адгезия, секреция факторов вирулент-
ности и образование биопленок [6]. Флагеллин 
является индуктором системы врожденного 
иммунитета за счет взаимодействия с толл-
подобным рецептором 5 типа (toll-like receptor 5, 
TLR5) [7, 8]. TLR5 после связывания с флагелли-
ном бактерий и последующей активации NF-kB 
через адаптерный белок MyD88 вызывает про-
дукцию противовоспалительных цитокинов. 
В экспериментальных исследованиях на мышах 
при введении флагеллина Salmonella typhimurium 
выявлен защитный эффект в отношении ток-
сических воздействий бактерий, вирусов и ра-
диации [9]. Кроме того, показана способность 
флагеллина вызывать активацию иммунного 

ответа и выступать в роли адъюванта при раз-
работке вакцин; различные типы флагеллинов 
S.  typhimurium продемонстрировали иммуно-
генный эффект для разных вакцин-кандидатов 
[10]. Флагеллин  С (FliC) P.  aeruginosa считается 
перспективным для включения в состав различ-
ных кандидатных вакцин [11], однако свойства 
флагеллина С остаются до конца неизученными.

Таким образом, исследование рекомбинант-
ного флагеллина в качестве компонента вакцины 
против P. aeruginosa для стимуляции специфиче-
ского иммунитета, а также в качестве адъюванта 
для усиления протективных свойств компонен-
тов гибридных белков имеет важное значение. 
При этом иммуностимулирующие домены фла-
геллина возможно не только использовать в со-
ставе антисинегнойной вакцины, но и применять 
в составе других препаратов. Особый интерес 
вызывает исследование адъювантных свойств 
флагеллина С в сочетанной иммунизации с по-
верхностным антигеном Klebsiella pneumoniae, 
представляющим собой белки наружной мем-
браны и ЛПС, который успешно применяется 
в вакцинном препарате Иммуновак-ВП-4 [12].

Цель работы  — получение рекомбинантно-
го флагеллина С Р.  aeruginosa и изучение его 
иммуногенных, протективных и адъювантных 
свойств.

Материалы и методы
Клонирование гена fliC

Полноразмерную нуклеотидную последо-
вательность гена флагеллина  С, fliC, синтези-
ровали с помощью ПЦР на основе матричной 
ДНК штамма P.  aeruginosa РА-103 (коллекция 
лаборатории протективных антигенов ФГБНУ 
НИИВС им И.И. Мечникова). Подбор праймеров 
проводили с использованием полноразмерной 
последовательности ДНК штамма P.  aeruginosa 
РА-103 (база данных GenBank1).

Амплифицированный ген fliC встраива-
ли в плазмиду pTZ57R с помощью коммерче-
ского набора InsT/Aclone PCR Product Cloning 
Kit (Fermentas, Литва). Далее клонированный 

1	 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/647734823
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ген fliC вырезали из промежуточной плазми-
ды и встраивали по сайтам рестрикции BamHI 
и HindIII в плазмиду pQE-30 (Qiagen).

Получение штамма-продуцента 
рекомбинантного белка FliC

Полученной конструкцией трансформиро-
вали клетки штамма E. coli М15 (Qiagen). Отбор 
клонов проводили при помощи рестриктного 
анализа и секвенирования. Для индукции экс-
прессии добавляли изопропил-β-D-1-тиогалак-
топиранозид, ИПТГ (Amresco, США). Белковые 
продукты анализировали с использовани-
ем электрофореза в полиакриламидном геле 
(ПААГ) по методу Лэммли; окрашивание геля 
проводили красителем Кумасси R-250. В каче-
стве белковых маркеров использовали набор 
белков с молекулярными массами 20, 25, 35, 50, 
85, 120 кДа (Thermo Fisher Scientific, США).

Получение телец включения
Осадок бактериальной биомассы, получен-

ной из 1 л культуральной жидкости, растворя-
ли в литическом буфере (фосфатно-солевой 
буфер, 5 мM ЭДТА, 7 мM β-меркаптоэтанол, 
рН 7,0). Суспензию подвергали ультразвуко-
вой дезинтеграции с использованием гомоге-
низатора ультразвукового Cole–Parmer 130-
Watt Ultrasonic Processors (Cole–Parmer, США) 
в режиме максимальной мощности  — 130 Вт. 
Далее проводили центрифугирование (Avanti 
J-E, Beckman Coulter, США) нерастворившейся 
фракции при скорости 10000 об/мин при 4 °С 
в течение 10 мин и затем удаляли супернатант. 
Полученный осадок ресуспендировали в раство-
ре, содержащем 10 мМ NaCl, 6 мМ MgCl2, 10 мM 
CaCl2, 40 мМ Tris-HCl, pH 8,0, добавляли 10 мг/л 
РНКазы А (Sigma, США) и 10 мг/мл ДНКазы I (Sigma, 
США) и инкубировали 15 мин при температуре 
37  °C. Полученную суспензию центрифугирова-
ли при скорости 10000 об/мин при 4 °С 10 мин 
с последующим удалением супернатанта. Осадок 
ресуспендировали в 20 мл отмывочного фосфат-
ного буфера, содержащего 5 мМ ЭДТА, 20% саха-
розы и 1% Triton Х-100, и инкубировали 10 мин 
при 4 °C. Затем центрифугировали со скоростью 
10000 об/мин в течение 30 мин при 4 °C и соби-
рали осадок, содержащий тельца включения.

Очистка рекомбинантного белка FliC
Для очистки рекомбинантного белка FliC, со-

держащегося в тельцах включения, была раз-
работана оригинальная технология [13], основ-
ными этапами которой являются: удаление 

примесей, растворимых в буфере, содержащем 
8 M мочевину; растворение рекомбинантно-
го белка FliC в буфере, содержащем 6 M гуа-
нидина хлорида; перевод рекомбинантного 
белка FliC в нативные условия при помощи 
диализа. Для проведения очистки применяли 
следующие буферные растворы: 8 М мочевина, 
100 мМ NaH2PO4, 10 мМ Tris-HCl, рН 8,0; 4 M мо-
чевина, 0,1 M NaH2PO4, 0,01  M Tris-HCl, рН  8,0; 
6 M гуанидин гидрохлорид, 0,1 M NaH2PO4, 
0,01 M Tris-HCl, рН 8,0. В нативные условия ре-
комбинантный белок FliC переводили с помо-
щью диализа (диаметр пор мембраны 12,5 кДа) 
против 50 мМ Tris-HCl, pH 9,0 с шестью сменами 
буфера с интервалами 4 ч.

Определение концентрации эндотоксинов
Определение концентрации эндотоксинов 

в препаратах проводили с использованием ко-
личественного хромогенного ЛАЛ-теста (Hycult 
Biotech, Нидерланды) по конечной точке соглас-
но требованиям Государственной фармакопеи 
Российской Федерации ОФС.1.2.4.0006.152.

Определение степени чистоты полученной 
белковой фракции рекомбинантного белка FliC

Оценка чистоты полученной белковой 
фракции рекомбинантного белка FliC прово-
дилась при помощи обработки результатов 
электрофореза в ПААГ с использованием про-
граммного обеспечения Phoretix  1D (Total Lab, 
Великобритания).

Иммунизация мышей рекомбинантным белком FliС
Экспериментальные работы проводили 

на беспородных мышах-самках массой 14–16 г 
(питомник «Филиал Андреевка ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России»). Протокол исследования с ис-
пользованием лабораторных животных был одо-
брен Локальным советом по этике при ФГБНУ 
НИИВС им. И.И. Мечникова (протокол учрежде-
ния № 7 от 29.09.2022).

Изучение протективных и адъювантных 
свойств рекомбинантного белка FliС проводили 
в опытах по иммунизации животных, которых да-
лее подвергали инфицированию K.  pneumoniae 
№ 204 и P.  aeruginosa РА-103 (из коллекции ла-
боратории протективных антигенов ФГБНУ 
НИИВС им. И.И. Мечникова). Для постановки 
экспериментов были сформированы 4 опытные 
группы мышей численностью по 40 особей, ко-
торым двукратно внутрибрюшинно с интерва-
лом в 14 сут вводили тестируемые препараты: 
группа 1  — рекомбинантный белок FliС в дозе 
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50 мкг на животное; группа 2 — смесь рекомби-
нантного белка FliС и поверхностного антиге-
на K.  pneumoniae (предоставлен лабораторией 
протективных антигенов ФГБНУ НИИВС им. И.И. 
Мечникова) в дозах по 50 мкг на животное; груп-
па 3  — поверхностный антиген K.  pneumoniae 
в дозе 50 мкг на животное; группа 4  — смесь 
рекомбинантного белка FliС и поверхностного 
антигена K. pneumoniae в дозах по 50 мкг на жи-
вотное. Две контрольные группы (группы 5 и 6) 
включали по 40 мышей.

Исследование гуморального иммунного ответа 
при иммунизации рекомбинантным белком FliС

Через 14 сут после иммунизации у пяти мышей 
из каждой группы брали кровь и в сыворотке 
определяли титры специфических антител 
к рекомбинантному белку FliС с использо-
ванием иммуноферментного анализа (ИФА). 
В лунках 96-луночного планшета (Costar, США) 
сорбировали рекомбинантный белок FliC в кон-
центрации 10 мг/мл в течение ночи при 4  °С. 
При анализе использовали конъюгат антител 
кролика к IgG, IgA, IgM мыши с пероксидазой 
хрена в рабочих разведениях 1:5000 (ИМТЕК, 
Россия). В качестве субстрата применяли тет-
раметилбензидин. Определение оптической 
плотности проводили на спектрофотометре 
Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, США) 
при длине волны 450 нм. За положитель-
ный титр принимали разведения сыворотки, 
при которых фиксировали показатели оптиче-
ской плотности (ОП), превышающие в два раза 
значения в контрольных лунках.

Экспериментальное инфицирование мышей
Экспериментальное инфицирование культу-

рами P.  aeruginosa PA-103 или K.  pneumoniae 
№ 204 проводили через две недели после кур-
са иммунизации. Вирулентные культуры вводи-
ли мышам внутрибрюшинно, используя по пять 
доз (с двукратным шагом) для каждой группы. 
Животным опытных групп (1–4) вводили 12,5; 
25; 50; 100 и 200 млн микробных клеток (м.к.) 
на одну мышь. Животным контрольных групп 
(5 и 6) вводили 6,25; 12,5; 25; 50 и 100 млн м.к. 
на одну мышь. Животных групп 1, 2 и 5 инфи-
цировали P. aeruginosa PA-103, а животных групп 
3, 4, и 6 — K. pneumoniae № 204. Через 7 сут по-
сле заражения проводили подсчет павших жи-
вотных и рассчитывали ЛД50 (доза, вызываю-
щая гибель 50% экспериментальных животных). 
Оценивали протективные и адъювантные свой-
ства рекомбинантного FliC, основываясь на по-
казателе ЛД50 и индексе эффективности в иссле-
дуемых группах.

Статистическая обработка результатов
ЛД50 вычисляли по формуле Кербера в моди-

фикации согласно руководству И.П. Ашмарина 
и А.А. Воробьева [14] (1):

lg ЛД50 = lg A — lg 2 × (B1/C1 + B2/C2 +  
	 + B3/C3 + B4/C4 + B5/C5 — 0,5),	

(1)

где А — максимальная инфекционная доза в опы-
те; В — количество животных, павших в группе; 
С — общее количество животных в группе; число 
в нижнем индексе означает номер заражающей 
дозы. Определение доверительных интерва-
лов ЛД50 при p=0,95 проводили согласно руко-
водству И.П. Ашмарина и А.А. Воробьева [14].

Индекс эффективности защитных свойств 
рассчитывали как отношение значения ЛД50 
в опытной группе (группа иммунизирован-
ных инфицированных мышей) к значению ЛД50 
контрольной группы (группа неиммунизирован-
ных инфицированных мышей).

Результаты и обсуждение
Получение рекомбинантного белка FliС

С целью получения рекомбинантного фла-
геллина С P.  aeruginosa полноразмерную после-
довательность гена fliС синтезировали с помо-
щью ПЦР на основе матричной ДНК штамма 
P. aeruginosa РА-103. Прямой праймер (5’-GGA TCC 
GCC TTG ACC GTC AAC ACC AAC ATC G) имел до-
полнительный сайт рестрикции BamHI, а обрат-
ный праймер (5’-AAG CTT AGC GCA GCA GGC TCA 
GAA CCG AC) — дополнительный сайт рестрикции 
HindIII, что было необходимо для встраивания 
в бактериальный экспрессионный плазмидный 
вектор pQE-30. С помощью ПЦР синтезирова-
ли амплификат с заданными размерами: чуть 
больше 1000 п.н. Этот амплификат включал ген 
fliС (без первого ATG кодона) с размером 1161 п.н. 
и два сайта рестрикции с размерами 6 п.н.

На первом этапе амплифицированный ген fliС 
клонировали, встраивая его в плазмиду pTZ57R 
с получением генно-инженерной конструкции 
pTZ57R-FliC. На следующем этапе ген fliС выре
зали из промежуточной конструкции pTZ57R-
FliС по сайтам рестрикции BamHI и HindIII, а за-
тем по тем же сайтам рестрикции встраивали 
в плазмидный вектор pQE-30, предназначенный 
для регулируемой экспрессии в клетках E.  coli 
штамма М15. В результате была получена реком-
бинантная конструкция pQE-30-FliС (рис. 1), в ко-
торой целевой ген оказался под контролем мо-
дифицированного промотора бактериофага Т5.

При электрофоретическом анализе белковых 
продуктов, полученных при культивировании 
клеток E. coli с конструкцией pQE-30-FliС после 
индукции экспрессии (добавление ИПТГ), был 
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идентифицирован рекомбинантный белок c мо-
лекулярной массой 40 кДа, что соответствовало 
расчетным данным (40,7 кДа) (рис. 2). На рисун-
ке  3 представлена аминокислотная последова-
тельность рекомбинантного белка FliС, рассчи-
танная исходя из результатов секвенирования.

Очистка рекомбинантного белка FliС
Очистка рекомбинантного белка флагеллина 

С включала два этапа. На первом этапе получали 
тельца включения, для чего биомассу, содержа-

щую целевой рекомбинантный продукт, подвер-
гали ультразвуковой дезинтеграции и осаждали 
нерастворимую фракцию с помощью центрифу-
гирования. При электрофоретическом анализе 
образца супернатанта было показано, что в нем 
в основном присутствовали белки клеток штам-
ма-продуцента и не содержалось существенных 
количеств рекомбинантного белка FliС (рис.  4, 
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared 
by the authors using their own data

Рис. 1. Схема генно-инженерной конструкции pQE-30-FliC 
для синтеза рекомбинантного белка FliC. BamHI, HindIII  — 
сайты рестрикции; 6His  — регион, кодирующий шесть ги-
стидинов; ATG — стартовый кодон, кодирующий метионин; 
LacO  — лактозный оперон; T5 pr  — модифицированный 
промотор бактериофага Т5; Amp — ген устойчивости к ам-
пициллину; t0  — регион остановки транскрипции; ColE1  — 
участок инициации плазмидной репликации; np  — пар 
нуклеотидов; stop codon — стоп-кодон.

Fig. 1. Scheme of the engineered pQE-30-FliC construct for 
recombinant FliС production. BamHI, HindIII, restriction sites; 
6His, region encoding six histidine residues; ATG, start codon 
encoding methionine; LacO, lactose operon; T5 pr, modified T5 
phage promoter; Amp, ampicillin resistance gene; t0, transcrip-
tion termination site; ColE1, plasmid origin of replication; np, 
nucleotide pairs.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Аминокислотная последовательность рекомбинантного белка FliС. Подчеркнута дополнительная последователь-
ность, содержащая 6 гистидинов.

Fig. 3. Amino acid sequence of the recombinant FliС protein. The underscore marks the additional sequence of 6 histidines.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared 
by the authors using their own data

Рис. 2. Электрофореграмма образцов, полученных в ре-
зультате экспрессии гена fliС, встроенного в плазмиду 
pQE-30 в клетках E. coli штамма М15. Дорожки на электро-
фореграмме: 1  — образец, содержащий белки из клеток 
штамма-продуцента FliС, полученные при наращивании 
биомассы продуцента в отсутствие индуктора (изопро-
пил-β-D-1-тиогалактопиранозид, ИПТГ); 2  — образец, со-
держащий белки штамма-продуцента FliС, полученные при 
наращивании биомассы в присутствии индуктора ИПТГ; 3 — 
маркер молекулярной массы белка (стрелками отмечены 
молекулярные массы двух маркерных белков).

Fig. 2. Electropherogram of samples resulting from the ex-
pression of the fliС gene sequence inserted into the pQE-30 
plasmid in E.  coli M15 cells. Electropherogram lanes: 1, pro-
teins from the FliС-producing strain cells obtained while grow-
ing producer biomass without expression induction (without 
the addition of isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside, IPTG); 
2, proteins from the FliС-producing strain cells obtained with 
IPTG; 3, protein molecular weight markers (molecular weights 
of two markers are indicated with arrows).
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дорожка 1). Осадок ресуспендировали, под-
вергали ферментативной обработке РНКазой 
и ДНКазой с последующей с ультразвуковой 
дезинтеграцией и центрифугировали для полу-
чения осадка, содержащего FliС. При электро-
форетическом анализе образца супернатанта 
было выявлено, что в нем также в основном при-
сутствовали белки клеток штамма-продуцента 
(рис.  4, дорожка 2). Для лучшего удаления при-
меси белков клеток штамма-продуцента осадок 
ресуспендировали в отмывочном буфере с по-
следующим центрифугированием. Полученный 
на этой стадии супернатант содержал незначи-
тельное количество целевого рекомбинантного 
продукта, но при этом происходило удаление 
большей части примесных белков (рис.  4, до-
рожка 3). В то же время осадок содержал тельца 
включения, состоящие в основном из рекомби-
нантного белка FliС (рис. 4, дорожка 4).

Для разработки оптимального метода 
очистки была проведена оценка раствори-
мости рекомбинантного белка FliС, содер-
жащегося в тельцах включения (рис. 5). Было 
установлено, что целевой рекомбинантный 
продукт тяжело поддавался растворению 
при инкубации в буфере с 8 М мочевиной. Так, 
через один час инкубации в буфере с моче-
виной в режиме постоянного интенсивно-
го перемешивания наблюдалось небольшое 
количество растворенного FliС. Через 12 ч 
в растворенное состояние переходила при-
мерно половина рекомбинантного белка FliС 

(рис. 5А). На следующем этапе проводилось 
исследование растворимости FliС из телец 
включения при инкубации в буфере, содержа-
щем 6 М гуанидин гидрохлорид. Было показа-
но, что через час инкубации половина реком-
бинантного белка FliС перешла в растворимую 
форму, а через 12 ч наблюдалось его полное 
растворение (рис. 5B).

Супернатант, полученный после растворения 
рекомбинантного белка FliС из телец вклю-
чения в буферном растворе, содержащем 6 М 
гуанидин гидрохлорид, использовали далее 
для проведения аффинной хроматографии 
с использованием никель-сефарозы. Однако 
применение данного метода очистки FliС ока-
залось неудачным, что, возможно, связано с вы-
сокой гидрофобностью белка. В связи с этим 
далее использовали альтернативный метод 
очистки рекомбинантного белка FliС. При раз-
работке метода на первом этапе было проведе-
но исследование растворимости FliС из телец 
включения в буфере, содержащем мочевину 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared 
by the authors using their own data

Рис. 4. Электрофореграмма образцов телец включения, 
содержащих рекомбинантный белок FliС с молекулярной 
массой 40 кДа. Дорожки на электрофореграмме: 1, 2, 3 — 
образцы супернатантов, полученных в процессе очистки 
телец включения; 4 — образец телец включения, содержа-
щих рекомбинантный белок FliС.

Fig. 4. Electropherogram of inclusion body samples containing 
recombinant FliC with a molecular weight of 40  kDa. 
Electropherogram lanes: 1, 2, 3, supernatants obtained 
during the purification of inclusion bodies; 4, inclusion bodies 
containing recombinant FliC.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared 
by the authors using their own data

Рис. 5. Анализ растворимости рекомбинантного белка FliС 
из телец включения в буферных растворах (A  — буфер, 
содержащий 8 М мочевину; В — буфер, содержащий 6 М гу-
анидина гидрохлорида) по данным электрофореза. Дорож-
ки на электрофореграмме: 1, 2, 3, 4  — образцы, получен-
ные при растворении рекомбинантного белка FliС из телец 
включения при инкубации в буферном растворе в течение 
15 мин, 30 мин, 1 ч и 12 ч соответственно; а — образцы осад-
ков после центрифугирования; b — образцы супернатантов 
после центрифугирования.

Fig. 5. Electrophoresis-based analysis of the solubility of 
recombinant FliC from inclusion bodies in buffer solutions 
(A,  buffer containing 8 M urea; B, buffer containing 6 M 
guanidine hydrochloride). Electropherogram lanes: 1, 2, 3, 4, 
recombinant FliC from inclusion bodies that dissolved in buffer 
solutions after incubation for 15 minutes, 30 minutes, 1 hour, 
and 12 hours, respectively; a, sediments after centrifugation; 
b, supernatants after centrifugation.
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с разной концентрацией (8, 4 и 2 М). Инкубацию 
телец включения в этих условиях проводили 
в течение 30 мин. После инкубации осаждали 
нерастворимые компоненты с помощью цен-
трифугирования. Было показано, что в описан-
ных условиях инкубации весь рекомбинантный 
белок FliС оставался в нерастворимом состоя-
нии (рис. 6).

Поскольку рекомбинантный белок FliС 
из телец включения не растворялся в буфер-
ном растворе мочевины, то это свойство было 
решено использовать для удаления примесей 
других белков, которые могут содержаться 
в тельцах включения. Для этого вначале тель-
ца включения ресуспендировали в буферном 
растворе с 4 М мочевиной и инкубировали 
30 мин (рис. 7, дорожка 1) с последующим цен-
трифугированием. При этом, как было показа-
но (рис. 7, дорожка 2), супернатант не содержал 
потерь целевого продукта. Далее FliС раство-
ряли в течение 12 ч в буферном растворе с 6 М 
гуанидин гидрохлоридом с последующим цен-
трифугированием и удалением нерастворимо-
го осадка. Полученный супернатант, содер-
жащий FliС (рис.  7, дорожка 4), подвергался 
диализу против 50 мМ Tris-HCl, pH 9,0. Степень 
чистоты рекомбинантного белка FliC состави-
ла 97,6%.

Изучение иммунобиологических свойств 
рекомбинантного белка FliС

Очищенный рекомбинантный белок FliС ис-
пользовали для иммунизации мышей, вводя 
препарат внутрибрюшинно двукратно с двухне-
дельным интервалом в дозе 50 мкг на одно жи-
вотное. Также иммунизировали мышей смесью 
рекомбинантного белка FliC и поверхностно-
го антигена K.  pneumoniae в соотношении 1:1. 
Отдельной группе мышей (группа 3) вводили по-
верхностный антиген K. pneumoniae.

В образцах сыворотки крови иммунизирован-
ных мышей выявлены высокие титры специфиче-
ских антител. Установлено, что в группе живот-
ных, которым вводили рекомбинантный белок 
FliС, титр антител составлял 1:512000. В сыво-
ротках мышей, иммунизированных смесью ре-
комбинантного белка FliС и поверхностного 
антигена K.  pneumonia, титр антител соответ-
ствовал 1:128000. В сыворотках контрольных 
интактных (неиммунизированных) мышей титр 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared 
by the authors using their own data

Рис. 6. Анализ растворимости рекомбинантного белка FliС 
из телец включения в буферных растворах с различной кон-
центрацией мочевины по данным электрофореза. Дорожки 
на электрофореграмме: 1, 2, 3 — образцы, полученные при 
растворении рекомбинантного белка FliС из телец вклю-
чения при инкубации в буферном растворе, содержащем 
мочевину в концентрации 8 М, 4 М и 2 М соответственно; 
а — образцы осадков после центрифугирования; b — образ-
цы супернатантов после центрифугирования.

Fig. 6. Electrophoresis-based analysis of the solubility of 
recombinant FliC from inclusion bodies in buffer solutions 
containing urea at different concentrations. Electropherogram 
lanes: 1, 2, 3, recombinant FliC from inclusion bodies that 
dissolved after incubation in buffer solutions containing 
urea at a concentration of 8 M, 4 M, and 2 M, respectively; 
a, sediments after centrifugation; b,  supernatants after 
centrifugation.

1а 3а1b 3b2а 2b

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared 
by the authors using their own data

Рис. 7. Электрофореграмма образцов при получении очи-
щенного препарата рекомбинантного белка FliС. Дорож-
ки на электрофореграмме: 1  — образец телец включения, 
ресуспендированных в буферном растворе с 4  М мочеви-
ной; 2 — образец супернатанта после центрифугирования 
ресуспендированных в буферном растворе с 4  М мочеви-
ной телец включения; 3 — образец телец включения после 
инкубации в буферном растворе с 6 М гуанидин гидрохло-
ридом; 4 — образец супернатанта, содержащего рекомби-
нантный белок FliС, после осаждения обработанных бу-
ферным раствором с 6  М гуанидин гидрохлоридом телец 
включения.

Fig. 7. Electropherogram of samples obtained during the 
purification of recombinant FliC. Electropherogram lanes: 
1, inclusion bodies resuspended in buffer containing 4 M 
urea; 2, supernatant after centrifugation of inclusion bodies 
resuspended in buffer containing 4 M urea; 3, inclusion 
bodies after incubation in buffer containing 6  M guanidine 
hydrochloride; 4, supernatant containing recombinant FliC 
after precipitation of inclusion bodies treated with buffer 
containing 6 M guanidine hydrochloride.

1 2 3 4
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антител составлял 1:100, что соответствовало 
фоновым значениям.

С целью оценки протективных и адъювант-
ных свойств исследуемых антигенов прово-
дили экспериментальное инфицирование мы-
шей контрольных и опытных групп культурами 
P.  aeruginosa РА-103 или K.  pneumoniae №  204. 
Значение ЛД50 для контрольной группы жи-
вотных, инфицированных P. aeruginosa, соста-
вило 29,7 млн м.к., а для контрольной группы 

животных, инфицированных K.  pneumoniae  — 
35,0 млн  м.к. (табл. 1, 2).

В группе мышей, иммунизированных ре-
комбинантным белком FliС и инфицированных 
P.  aeruginosa (группа 1), значение ЛД50 соста-
вило 91,7 млн м.к., а индекс эффективности 
соответствовал 3,1, что свидетельствовало 
о протективном эффекте в отношении P.  aerug-
inosa (табл. 1). При исследовании адъювантных 
свойств рекомбинантного белка FliС показано, 

Таблица 1. Протективные свойства рекомбинантного белка FliС при инфицировании мышей P. aeruginosa РА-103
Table 1. Protective properties of recombinant FliC in mice challenged with P. aeruginosa PA-103

Группа животных
Group of animals

Доза заражения,  
млн м.к.

Challenge dose, mln m.c.

Количество мышей, 
павших/всего

Number of mice, died/total

ЛД50, млн м.к.
LD50, mln m.c.

ИЭ
EI

Группа 1. Мыши, иммунизированные 
рекомбинантным белком FliС
Group 1. Animals immunised with recombinant FliC

200
100
50
25

12,5

7/8
5/8
1/8
0/8
0/8

91,7
(60,3–147,9) 3,1

Группа 2. Мыши, иммунизированные рекомби-
нантным белком FliС и поверхностным антиге-
ном K. pneumoniae
Group 2. Animals immunised with recombinant FliC 
and the surface antigen of K. pneumoniae

200
100
50
25

12,5

4/8
2/8
0/8
0/8
0/8

154,0
(117,5–354,8) 5,6

Группа 5. Контроль
(неиммунизированные мыши)
Group 5. Control animals
(non-immunised mice)

100
50
25

12,5
6,25

8/8
6/8
3/8
1/8
0/8

29,7
(19,5–44,7) –

Таблица составлена авторами по собственным данным/The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ЛД50 — доза, вызывающая гибель 50% экспериментальных животных; ИЭ — индекс эффективности; м.к. — ми-
кробные клетки.
Note. LD50, dose causing the death of 50% of test animals; EI, efficacy index; m.c., microbial cells.

Таблица 2. Протективные свойства рекомбинантного белка FliС при инфицировании мышей K. pneumoniae № 204
Table 2. Protective properties of recombinant FliC in mice challenged with K. pneumoniae 204

Группа животных
Group of animals

Доза заражения,
млн м.к.

Infection dose, mln m.c.

Количество мышей,
павших/всего

Number of mice, died/total

ЛД50, млн м.к.
LD50, mln m.c.

ИЭ
EI

Группа 3. Мыши, иммунизированные 
поверхностным антигеном K. pneumoniae
Group 3. Animals immunised with the surface antigen 
of K. pneumoniae

200
100
50
25

12,5

4/8
3/8
2/8
0/8
0/8

129,6
(85,1–223,9) 3,6

Группа 4. Мыши, иммунизированные рекомби-
нантным белком FliС и поверхностным антиге-
ном K. pneumoniae
Group 4. Animals immunised with recombinant FliC 
and the surface antigen of K. pneumoniae

200
100
50
25

12,5

2/8
1/8
0/8
0/8
0/8

218,0
(166,0–
501,2)

6,1

Группа 6. Контроль
(неиммунизированные мыши)
Group 6. Control animals
(non-immunised mice)

100
50
25

12,5
6,25

8/8
5/8
3/8
0/8
0/8

35,0
(25,1–50,1) –

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ЛД50 — доза, вызывающая гибель 50% экспериментальных животных; ИЭ — индекс эффективности; м.к. — ми-
кробные клетки.
Note. LD50, dose causing the death of 50% of test animals; EI, efficacy index; m.c., microbial cells.
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что он способствовал усилению защитных 
свойств поверхностного антигена K. pneumoniae 
при экспериментальном инфицировании K. pneu-
monia мышей, иммунизированных комбинаци-
ей FliС + поверхностный антиген K.  pneumonia 
(группа 4). Значение ЛД50 в этой группе состави-
ло 218,0 млн м.к. (индекс эффективности — 6,1), 
в то время как при иммунизации только поверх-
ностным антигеном K. pneumoniae (группа 3) зна-
чение ЛД50 было равно 129,6 млн м.к. (индекс эф-
фективности — 3,6) (табл. 2). Следует отметить, 
что поверхностный антиген K. pneumoniae также 
способствовал усилению протективного эффек-
та рекомбинантного белка FliС в группе мышей, 
инфицированных P.  aeruginosa (группа 2),  — со-
четанная иммунизация приводила к увеличению 
значения ЛД50, которое составило 154,0 (индекс 
эффективности — 5,6) (табл. 1).

Поскольку рекомбинантный белок FliC был 
синтезирован в клетках E. coli, то конечный про-
дукт мог содержать примесь бактериальных 
эндотоксинов, в частности липополисахарида 
(ЛПС) клеточной стенки бактерий E. coli. Известно, 
что ЛПС способен активировать TLR4, проявляя 
адъювантные свойства и повышая уровень им-
мунного ответа [15]. Для оценки содержания 
эндотоксина в препарате рекомбинантного бел-
ка FliC проводили определение его концентра-
ции с использованием ЛАЛ-теста. В результате 
исследования было показано, что содержание 
эндотоксина в препарате составило 390 ЕЭ/мл 
(в одной иммунизирующей дозе  — 19,5 ЕЭ/мл). 
Согласно требованиям Государственной фар-
макопеи Российской Федерации3 значение по-
роговой пирогенной дозы составляет не более 

5 ЕЭ/кг/ч, что позволяет применять препарат ре-
комбинантного белка FliC (в дозе 0,5 мл) у паци-
ентов с массой тела от 2 кг. В то же время сле-
дует отметить, что в препарате поверхностного 
антигена K.  pneumoniae, содержащего ЛПС [16], 
который проявлял адъювантные свойства, содер-
жание эндотоксина было более чем 39 000 ЕЭ/мл.

Заключение
В результате проведенных исследований по-

лучен штамм-продуцент рекомбинантного бел-
ка флагеллина С (FliС) P. aeruginosa. Разработан 
оригинальный метод очистки белка, который 
включал в себя несколько последовательных 
этапов: получение телец включения, удаление 
примесей с использованием буферных раство-
ров мочевины и гуанидин гидрохлорида, диализ. 
Степень чистоты FliС составила 97,6%.

Полученный рекомбинантный белок FliС 
P. aeruginosa обладал протективной активностью 
в случае заражении мышей P. aeruginosa, а также 
проявлял адъювантные свойства при сочетан-
ной иммунизации с поверхностным антигеном 
K.  pneumoniae, увеличивая его иммуногенность 
у мышей, инфицированных K. pneumoniae.

Таким образом, разработка вакцины на основе 
рекомбинантной формы флагеллина С является 
перспективным подходом для иммунопрофи-
лактики P. aeruginosa. В этой связи важным пред-
ставляется дальнейшая оптимизация подходов, 
направленных на удаление из препарата реком-
бинантного белка FliС P.  aeruginosa остаточной 
примеси ЛПС, а также исследование его адъю-
вантных свойств при совместном применении 
с другими антигенами.

Литература/References
1. 	 Колесова ТС. Этиологическая роль синегнойной 

палочки при различных оппортунистических 
и внутрибольничных инфекциях. Современная ме-
дицина: актуальные вопросы. 2017;(3):134–40.

	 Kolesova TS. The causation of blue pus bacillus under 
different opportunist and hospital-acquired infec-
tions. Modern Medicine: Topical Issues. 2017;(3):134–
40 (In Russ.).

	 EDN: YHZVON
2.	 Лазарева АВ, Чеботарь ИВ, Крыжановская ОА, Че-

ботарь ВИ, Маянский НА. Pseudomonas aeruginosa: 
патогенность, патогенез и патология. Клиническая 
микробиология и антимикробная химиотерапия. 
2015;17(3):170–86.

	 Lazareva AV, Chebotar IV, Kryzhanovskaya OA, Che-
botar VI, Mayansky NA. Pseudomonas aeruginosa: 
pathogenicity, pathogenesis and diseases. Clini-
cal Microbiology and Antimicrobial Chemotherapy. 
2015;17(3):170–86 (In Russ.).

	 EDN: UHPUWP

3. 	 Pang Z, Raudonis R, Glick BR, Lin TJ, Cheng Z. An-
tibiotic resistance in Pseudomonas aeruginosa: 
mechanisms and alternative therapeutic strategies. 
Biotechnol Adv. 2019;37(1):177–92.

	 https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2018.11.013
4. 	 Карпунина ТИ, Кузнецова МВ, Николаева НВ, Де-

маков ВА. Эпидемиологические аспекты нозо-
комиальной синегнойной инфекции в многопро-
фильном хирургическом стационаре. Сибирский 
медицинский журнал. 2009;24(4–1):70–3.

	 Karpunina TI, Kuznetsova MV, Nikolaeva NV, De-
makov TA. Epidemiological aspects of nosocomial Pseu-
domonas-based infection in multi-type surgical hospital. 
Siberian Medical Journal. 2009;24(4–1):70–3 (In Russ.).

	 EDN: KZFTAP
5. 	 Parkins MD, Somayaji R, Waters VJ. Epidemiology, 

biology, and impact of clonal Pseudomonas aeru
ginosa infections in cystic fibrosis. Clin Microbiol Rev. 
2018;31(4):e00019-18.

	 https://doi.org/10.1128/cmr.00019-18

3	 ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

https://elibrary.ru/YHZVON
https://elibrary.ru/UHPUWP
https://elibrary.ru/KZFTAP


101

Zherebtsov A.P., Kaloshin A.A., Mikhailova N.A.
Production and immunological characterisation of recombinant flagellin C of Pseudomonas aeruginosa

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2024, V. 24, No. 1

6. 	 Nedeljković M, Sastre DE, Sundberg EJ. Bacterial 
flagellar filament: a supramolecular multifunctional 
nanostructure. Int J Mol Sci. 2021;22(14):7521.

	 https://doi.org/10.3390/ijms22147521
7. 	 Hajam IA, Dar PA, Shahnawaz I, Jaume JC, Lee JH. 

Bacterial flagellin  — a potent immunomodulatory 
agent. Exp Mol Med. 2017;49(9):e373.

	 https://doi.org/10.1038/emm.2017.172
8. 	 Духовлинов ИВ, Богомолова ЕГ, Федорова ЕА. и др. 

Исследование протективной активности канди-
датной вакцины против ротавирусной инфекции 
на основе рекомбинантного белка FliCVP6VP8. 
Медицинская иммунология. 2016;18(5):417–24.

	 Dukhovlinov IV, Bogomolova EG, Fedorova EA. Pro-
tective activity study of a candidate vaccine against 
rotavirus infection based on recombinant protein 
FliCVP6VP8. Medical Immunology. 2016;18(5):417–24 
(In Russ.).

	 https://doi.org/10.15789/1563-0625-2016-5-417-424
9. 	 Софронов ГА, Мурзина ЕВ, Болехан ВН, Весело-

ва  ОМ, Симбирцев АС. Перспективные направ-
ления использования препаратов на основе 
рекомбинантного флагеллина. Медицинский ака-
демический журнал. 2017;17(2):7–20.

	 Sofronov GA, Murzina EV, Bolekhan VN, Vese-
lova OM, Simbirtsev AS. Perspective direction of us-
ing flagellin-based drugs. Medical Academic Journal. 
2017;17(2):7–20 (In Russ.).

	 EDN: WUERXU
10.	Cui B, Liu X, Fang Y, Zhou P, Zhang Y, Wang Y. 

Flagellin as a vaccine adjuvant. Expert Rev Vaccines. 
2018;17(4):335–49.

	 https://doi.org/10.1080/14760584.2018.1457443
11. 	Felgner S, Spöring I, Pawar V, Kocijancic, Preusse M, 

Falk C, Rohde M, et al. The immunogenic potential 
of bacterial flagella for Salmonella-mediated tumor 
therapy. Int J Cancer. 2020;147(2):448–60.

	 https://doi.org/10.1002/ijc.32807
12.	Егорова НБ, Курбатова ЕА, Ахматова НК, Гру-

бер  ИМ. Поликомпонентная вакцина Иммуно-
вак-ВП-4 и иммуно-терапевтическая концепция 
ее использования для профилактики и лечения 

заболеваний, вызываемых условно патогенными 
микроорганизмами. Журнал микробиологии, эпиде-
миологии и иммунобиологии. 2019;96(1):43–9.

	 Egorova NB, Kurbatova EA, Akhmatova NK, Gruber IM. 
Polycomponent vaccine Immunovac-VP-4 and immu-
notherapeutic concept of its use for the prevention 
and treatment of diseases caused by opportunistic 
microorganisms. Journal of Microbiology, Epidemiol-
ogy and Immunobiology. 2019;96(1):43–9 (In Russ.).

	 https://doi.org/10.36233/0372-9311-2019-1-43-49
13.	Калошин АА, Жеребцов АП, Михайлова НА. Ре-

комбинантная плазмидная ДНК PPA-FLICC, коди-
рующая синтез рекомбинантного флагеллина-С 
Pseudomonas aeruginosa, штамм Escherichia coli 
PA-FLICC  — продуцент гибридного рекомбинант-
ного белка и способ получения указанного белка. 
Патент Российской Федерации № 2793753; 2023.

	 Kaloshin AA, Zherebtsov AP, Mikhailova NA. Recom-
binant plasmid DNA pPA-FlicC encoding synthesis 
of recombinant flagellin-C Pseudomonas aeruginosa, 
strain Escherichia coli PA-FlicC  — producer of the 
hybrid recombinant protein and a method for pro-
ducing said protein. Patent of the Russian Federation 
No. 2793753; 2023 (In Russ.).

	 EDN: RAOQAM
14.	Ашмарин ИП, Воробьев АА. Статистические ме-

тоды в микробиологических исследованиях. Л.: 
Медгиз; 1962.

	 Ashmarin IP, Vorobiev AA. Statistical methods in mi-
crobiological research. Leningrad: Medgiz; 1962 (In 
Russ.).

15.	Xu SF, Wang P, Liang ZX, Sun JP, Zhao XW, Li AM, 
Chen LA. Investigation of inflammatory responses of 
pulmonary microvascular endothelial cells induced 
by lipopolysaccharide and mechanism. Zhonghua Jie 
He He Hu Xi Za Zhi. 2011;34(11):816–20 (In Chinese.). 

	 PMID: 22333467.
16. 	Follador R, Heinz E, Wyres KL, Ellington MJ, Kowa

rik M, Holt KE, Thomson NR. The diversity of Kleb-
siella pneumonia surface polysaccharides. Microb 
Genom. 2016;2(8):e000073.

	 https://doi.org/10.1099/mgen.0.000073

Вклад авторов. Все авторы подтверждают соот-
ветствие своего авторства критериям ICMJE. Наи-
больший вклад распределен следующим образом: 
А.П. Жеребцов  — отбор клонов штамма-продуцента; 
культивирование клеток-продуцентов; отработка ме-
тодов очистки рекомбинантного белка FliС; участие 
в экспериментах по иммунизации животных и оцен-
ке иммунобиологических свойств FliС; сбор и ана-
лиз результатов исследования; анализ и обобщение 
данных литературы; статистическая обработка дан-
ных; написание, редактирование, оформление тек-
ста рукописи; работа с графическим материалом; 
А.А. Калошин  — разработка дизайна и концепции 
экспериментального исследования (формулирова-
ние идеи, исследовательских целей и задач); анализ 
баз данных с подбором праймеров для ПЦР; синтез 
и клонирование рекомбинантного гена fliС; участие 
в отработке методов очистки рекомбинантного бел-
ка FliС; интерпретация результатов исследования;  

Authors’ contributions. All the  authors confirm that 
they meet the ICMJE criteria for authorship. The most 
significant contributions were as follows. A.P. Zhereb­
tsov selected producer strain clones; cultivated pro-
ducer-cells; refined recombinant FliС purification 
methods; participated in animal immunisation exper-
iments and immunological characterisation of the re-
combinant protein; collected and analysed the study 
results; analysed and summarised literature data; 
carried out statistical data analysis; drafted, edited, 
and formatted the manuscript; and worked with the 
graphical material. A.A.  Kaloshin designed and con-
ceptualised the experimental research (formulated 
the idea, aims, and objectives), analysed databases 
and selected PCR primers; synthesised and cloned 
the recombinant FliС gene; participated in refining the 
methods for recombinant FliС purification; interpreted 
the study results; drafted, edited, and formatted the 
manuscript; and worked with the graphical material.  

https://elibrary.ru/WUERXU
https://elibrary.ru/RAOQAM


102
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2024, Т. 24, № 1

Жеребцов А.П., Калошин А.А., Михайлова Н.А.
Получение рекомбинантного флагеллина C Pseudomonas aeruginosa и изучение его иммунобиологических свойств

Об авторах / Authors
Жеребцов Антон Павлович
ORCID: https://orcid.org/0009-0008-1676-9515
antonzherebtsov@yandex.ru
Калошин Алексей Алексеевич, канд. биол. наук
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8679-2421
alex-k-1973@yandex.ru
Михайлова Наталья Александровна, д-р мед. наук, 
проф.
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6652-2093
n_michailova@inbox.ru

Поступила 07.09.2023
После доработки 16.01.2024
Принята к публикации 29.02.2024

Anton P. Zherebtsov
ORCID: https://orcid.org/0009-0008-1676-9515
antonzherebtsov@yandex.ru
Alexey A. Kaloshin, Cand. Sci. (Biol.)
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8679-2421
alex-k-1973@yandex.ru
Natalia A. Mikhailova, Dr. Sci. (Med.),  
Professor
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6652-2093
n_michailova@inbox.ru

Received 7 September 2023
Revised 16 January 2024
Accepted 29 February 2024

написание, редактирование и оформление текста ру-
кописи; работа с графическим материалом; Н.А.  Ми-
хайлова — разработка дизайна и концепции экспери-
ментального исследования (формулирование идеи, 
исследовательских целей и задач); критический 
пересмотр содержания текста; утверждение оконча-
тельной версии рукописи для публикации.

Соответствие принципам этики. Протокол исследо-
вания с использованием лабораторных животных 
был одобрен Локальным советом по этике при ФГБНУ 
НИИВС имени И.И. Мечникова (протокол учреждения 
№ 7 от 29.09.2022).

N.A.  Mikhailova designed and conceptualised the ex-
perimental research (formulated the idea, aims, and 
objectives), critically revised the manuscript, and ap-
proved the final version for publication.

Ethics approval. The animal study protocol was ap-
proved by the Local Ethics Council at the I. Mechnikov 
Research Institute of Vaccines and Sera (Institution Pro-
tocol No. 7 dated 29 September 2022).

https://instmech.ru/
https://instmech.ru/
https://instmech.ru/
https://instmech.ru/


БАКТЕРИОФАГИ / BACTERIOPHAGES

103
Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2024, V. 24, No. 1

УДК 579.61:578.7
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-1-103-116

Научная статья | Scientific article

Выделение новых 
бактериофагов Actinomyces oris 
и Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
и исследование их биологических 
характеристик in vitro
Т.А. Кочетова , В.В. Юскевич, Ф.М. Зурабов, Г.Т. Садикова, П.В. Медведев, 
В.М. Попова

ООО НПЦ «Микромир», Кисельный Нижний пер., д. 5/23, стр. 1, Москва, 107031,  
Российская Федерация

 Кочетова Татьяна Андреевна; kochetova@micromir.bio

РЕЗЮМЕ	 АКТУАЛЬНОСТЬ. В связи с увеличением числа случаев возникновения инфекций паро-
донта, вызванных устойчивыми к антибиотикам штаммами бактерий Actinomyces  oris 
и Aggregatibacter  actinomycetemcomitans, способными формировать биопленки в полости 
рта, и недостаточной эффективностью противомикробных препаратов в борьбе с био-
пленками, актуальной задачей представляется выделение бактериофагов, активных в от-
ношении данных бактерий.
ЦЕЛЬ. Выделение бактериофагов, активных в отношении Aggregatibacter actinomycetem-
comitans и Actinomyces oris, изучение их биологических свойств и подбор оптимальных 
параметров культивирования системы «фаг–клетка» для получения чистых линий бакте-
риофагов с высокими титрами.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Бактериофаги выделяли из биообразцов слюны, зубного нале-
та и содержимого пародонтального кармана и определяли их характеристики: оптималь-
ные значения множественности инфекции, время культивирования системы «фаг–клетка», 
устойчивость к различным температурам и рН, стабильность при хранении. Морфологию 
фагов изучали с помощью трансмиссионной электронной микроскопии. Морфологию не-
гативных колоний, литическую активность, спектр хозяев и специфичность оценивали, ис-
пользуя спот-тестирование и метод Грациа. В работе использовали бактерии из коллекции 
штаммов НПЦ «Микромир».
РЕЗУЛЬТАТЫ. Выделены и изучены биологические свойства трех новых изолятов бакте-
риофагов, активных в отношении A. oris (vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, vB_AorP_3/Bl-35), 
и бактериофага, активного в отношении Ag. actinomycetemcomitans (vB_AacS_1/Dc-1). Фаги 
бактерий A. oris отнесены к подовирусам, а бактериофаг vB_AacS_1/Dc-1 — к сифовирусам. 
Фаги образуют полностью прозрачные бляшки округлой формы без ореола, диаметром 
от 0,8±0,1 до 4,0±0,2 мм. Установлено, что для получения чистых линий фагов с максималь-
ными значениями титра оптимальными являются следующие параметры: значение множе-
ственности инфекции — 0,1–10, время культивирования системы «фаг–клетка» — 8–12 ч. 
Выявлена способность бактериофагов A.  oris лизировать штаммы Actinomyces naeslundii. 
Из 15 исследуемых штаммов A.  оris, бактериофаги vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, 
vB_AorP_3/Bl-35 лизировали 10, 8 и 12 бактериальных штаммов соответственно, а изолят 
фага vB_AacS_1/Dc-1 проявлял литическую активность в отношении обоих тестируемых 
штаммов Ag.  actinomycetemcomitans. Исследуемые фаги продемонстрировали стабиль-
ность при абиотическом стрессе и длительном хранении.
ВЫВОДЫ. Выделены три новых бактериофага, активных в отношении A. oris, и один бак-
териофаг, активный в отношении Ag. actinomycetemcomitans, а также изучены их биологи-
ческие свойства. Выделенные бактериофаги являются перспективными для дальнейших 
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научных исследований на клинических штаммах, а также для проведения полногеном-
ного секвенирования.

Ключевые слова: 	 бактериофаги; Actinomyces  oris; Aggregatibacter  actinomycetemcomitans; заболевания 
пародонта; пародонтальные инфекции; биопленка; фаготерапия; фагопрофилактика; 
множественность инфекции; MOI; литическая активность
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ABSTRACT	 SCIENTIFIC RELEVANCE. The incidence of periodontal infections with antibiotic-resistant 
strains of Actinomyces oris and Aggregatibacter actinomycetemcomitans capable of forming 
biofilms in the oral cavity is increasing, and the effectiveness of antimicrobials against biofilms 
is insufficient. Therefore, the isolation of bacteriophages active against A. oris and Ag. actino-
mycetemcomitans is an urgent task.
AIM. This study aimed to isolate bacteriophages active against A. oris and Ag. actinomycetem-
comitans, study their biological properties, and select optimum culture conditions providing 
pure lines and high titres of bacteriophages.
MATERIALS AND METHODS. Bacteriophages were isolated from biosamples of saliva, dental 
plaque, and periodontal pocket contents. The study determined bacteriophage characteristics, 
including the optimum multiplicity of infection, phage–cell system cultivation time, resistance 
to various temperatures and pH, and storage stability. Bacteriophage morphology was studied 
using transmission electron microscopy. Negative colony morphology, lytic activity, host range, 
and specificity were assessed using spot testing and the Gratia method. Bacterial strains were 
obtained from the strain collection of the Micromir research and production centre.
RESULTS. The authors isolated and studied 3 novel bacteriophages active against A.  oris 
(vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, and vB_AorP_3/Bl-35) and 1 bacteriophage active against 
Ag.  actinomycetemcomitans (vB_AacS_1/Dc-1). The A.  oris bacteriophages were classified as 
podoviruses, and the vB_AacS_1/Dc-1 bacteriophage was classified as a siphovirus. The phages 
formed completely transparent round plaques without a halo, with a diameter ranging from 
0.8±0.1 to 4.0±0.2 mm. The optimum parameters established to obtain pure phages with 
maximum titres included a multiplicity of infection of 0,1–10 and phage–cell system cultiva-
tion time of 8–12 hours. The study demonstrated the ability of A. oris bacteriophages to lyse 
Actinomyces naeslundii strains. Of the 15 A. oris bacteriophage strains studied, vB_AorP_1/G-12, 
vB_AorP_2/Ch-28, and vB_AorP_3/Bl-35 lysed 10, 8, and 12 bacterial strains, respectively. The 
vB_AacS_1/Dc-1 phage isolate exhibited lytic activity against both tested strains of Ag. acti
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nomycetemcomitans. The studied phages demonstrated stability under abiotic stress and long-
term storage conditions.
CONCLUSIONS. The authors isolated 3 novel bacteriophages active against A. oris and 1 bac-
teriophage active against Ag.  actinomycetemcomitans and studied their biological properties. 
The isolated bacteriophages are promising as candidates for further research using clinical 
strains and whole-genome sequencing.

Keywords:	 bacteriophages; Actinomyces oris; Aggregatibacter actinomycetemcomitans; periodontal diseases; 
periodontal infections; biofilm; phage therapy; phage prophylaxis; multiplicity of infection; 
MOI; lytic activity
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Введение
Микробиом ротовой полости включает 

от нескольких сотен до нескольких тысяч раз-
нообразных видов микроорганизмов [1–3]. 
Сообщество микроорганизмов, обитающих 
в полости рта, характеризуется вариабельно-
стью и уникальностью для разных индивиду-
умов [3]. Микробная колонизация патогенной 
и условно-патогенной микрофлорой и связан-
ное с ней образование биопленки представ-
ляют серьезную проблему, влияющую на ка-
чество жизни и системное здоровье человека, 
так как способствуют развитию различных вос-
палительных заболеваний пародонта, вплоть 
до разрушения коллагеновых волокон, которые 
поддерживают зуб в альвеолярной кости [3–
6]. Формирование биопленки на искусствен-
ных стоматологических поверхностях может 
привести к воспалению и разрушению мягких 
и твердых тканей, окружающих зубные им-
плантаты, коронки или протезы [3, 6]. В связи 
с увеличением числа случаев возникновения 
пародонтальных инфекций, вызванных лекар-
ственно-устойчивыми штаммами, и недоста-
точной эффективностью противомикробных 
препаратов в борьбе с биопленками, актуально 
использование антибактериальных препаратов 
на основе бактериофагов [4, 6, 7]. Основные 
преимущества фаготерапии: специфичность 
бактериофагов к определенному виду бак-
терий, способность лизировать антибиотико-
устойчивые микроорганизмы, безопасность, 
отсутствие ущерба нормофлоре, а также эф-
фективность в отношении не только бактерий 

в планктонном состоянии, но и бактерий в виде 
биопленки1 [4, 6–8].

Бактерии Aggregatibacter  actinomycetemcomitans 
и Actinomyces oris, способные формировать био-
пленку, являются одними из многих этиологи-
ческих факторов заболеваний пародонта [1, 6, 
9–13]. A.  oris  — грамположительный факульта-
тивно-анаэробный микроорганизм, ранний ко-
лонизатор в развитии биопленок полости рта, 
был идентифицирован при инфекциях корне-
вых каналов, актиномикозах и периимпланти-
те [1, 2, 9–11, 14, 15]. Основной патоген паро-
донта  — Ag.  actinomycetemcomitans  — является 
поздним колонизирующим микроорганизмом, 
который выделялся при запущенных формах 
заболеваний пародонта, таких как локализо-
ванный агрессивный периодонтит, а также в по-
лости рта здоровых людей [1, 4, 5, 12, 16–18]. 
Ag. actinomycetemcomitans — грамотрицательный 
факультативно-анаэробный патобионт поло-
сти рта, для жизнедеятельности которому тре-
буется от 5 до 10% диоксида углерода [12, 13, 
18]. Установлена роль Ag. actinomycetemcomitans 
и A.  oris в развитии воспалительных заболева-
ний полости рта [4, 5], в связи с чем приоритет-
ной задачей является выделение бактериофа-
гов против данных микроорганизмов.

Цель работы  — выделение бактериофагов, 
активных в отношении Ag. actinomycetemcomitans 
и A.  oris, изучение их биологических свойств 
и подбор оптимальных параметров культиви-
рования системы «фаг–клетка» для получения 
чистых линий бактериофагов с высокими значе-
ниями титра.

1	 Зайцев АВ, Зурабов АЮ, Говоров АВ, Васильев АО, Арефьева ОА, Зурабов ФМ и др. Бактериофаги в урологии: методиче-
ские рекомендации. М.: АБВ-пресс; 2022. 



106
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2024, Т. 24, № 1

Кочетова Т.А., Юскевич В.В., Зурабов Ф.М., Садикова Г.Т., Медведев П.В., Попова В.М.
Выделение новых бактериофагов Actinomyces oris и Aggregatibacter actinomycetemcomitans и исследование их...

Материалы и методы
Материалы

Штаммы бактерий и условия роста. Клини
ческие изоляты A.  oris G-12, A.  oris Ch-28, 
A.  oris Bl-35, Ag.  actinomycetemcomitans Dc-1, ис-
пользованные в данном исследовании, были 
получены из рабочей коллекции штаммов НПЦ 
«Микромир» (Россия). Подтверждение видо-
вой (штаммовой) принадлежности изолятов 
проводили с использованием микроскопиче-
ского, бактериологического, биохимического 
и масс-спектрометрического методов иденти-
фикации микроорганизмов.

Штаммы бактерий проверяли на наличие про-
фагов индукцией ультрафиолетовым излучени-
ем [19], а также без воздействия индуцирующего 
фактора по методике, предложенной С. Лурией 
и Д. Дарнеллом [20]. Штаммы, проявляющие ли-
зогенные свойства, выбраковывали.

Штаммы A. oris культивировали в течение 18–
22 ч на BHI агаре (HiMedia Laboratories, Индия) 
или в BHI бульоне (HiMedia Laboratories, Индия) 
при температуре 37 °С в термостате (Binder, 
Германия).

Штаммы Ag.  actinomycetemcomitans культиви-
ровали в течение 18–22 ч на BHI агаре или в BHI 
бульоне в атмосфере 10% углекислого газа в ин-
кубаторе МСО-175 (SANYO, Япония) при темпе-
ратуре 37 °С.

Бактериофаги. Для выделения бакте-
риофагов и проведения экспериментов ис-
пользовали штаммы: A.  oris G-12, A.  oris Ch-
28, A.  oris Bl-35, Ag.  actinomycetemcomitans 
Dc-1. Эти штаммы представляются наиболее 
удобными для производства бактериофа-
гов и обладают наибольшей чувствительно-
стью. Для каждого бактериофага использовали 
отдельный штамм: A. oris G-12 для vB_AorP_1/G-12, 
A. oris Ch-28 для vB_AorP_2/Ch-28, A. oris Bl-35 для  
vB_AorP_3/Bl-35 и Ag. actinomycetemcomitans Dc-1  
для vB_AacS_1/Dc-1. Выделенные фаги были 
названы в соответствии с предложенной 
A.M. Kropinski с соавт. [21] системой наименований.

Методы
Выделение бактериофагов. Выделение бак-

териофагов и изучение их биологических 
свойств проводили методами, предложенными 
М. Адамсом [22] и Д.М. Гольдфарбом [23]. Образцы 
биоматериала из ротовой полости (слюна, зубной 
налет и содержимое пародонтального кармана) 
использовались в качестве источника для вы-
деления фагов, специфичных к изолированным 
штаммам A. oris и Ag. actinomycetemcomitans.

Образцы биоматериала центрифугировали 
при 5000 об/мин в течение 20 мин на центри-
фуге Avanti J-E (Beckman Coulter, США) для уда-
ления бактериальных клеток и крупных частиц 
[23]. Супернатант отделяли от осадка и фильтро-
вали через мембранные фильтры с диаметром 
пор — 1,2; 0,45; 0,22 мкм (Sartorius, Германия).

Бактериофаги выделяли, используя ме-
тод обогащения «с подсевом»2. К 10 мл раз-
литого по пробиркам BHI бульона добавляли 
1 мл культур A.  oris и Ag.  actinomycetemcomitans 
(108 КОЕ/мл), взятых в экспоненциальной 
фазе роста. Одновременно в пробирки вно-
сили 10  мл ранее приготовленного фильтрата 
и инкубировали при 37 °C в течение 24 ч 
для получения обогащенного фагового лизата 
[23]. В общей сложности для процедуры обога-
щения использовали 12 штаммов (10 штаммов 
A.  oris и 2 штамма Ag.  actinomycetemcomitans). 
После периода обогащения смеси центрифу-
гировали при 5000  об/мин в течение 20 мин 
на центрифуге Avanti J-E (Beckman Coulter, 
США). Супернатант отделяли от осадка и цен-
трифугировали на ультрацентрифуге Optima 
L-90K (Beckman Coulter, США) при 27000 об/мин 
в течение 120 мин. Осадок ресуспендировали 
в 0,05 М трис-HCl буфере (pH 7,0–7,2) и фильтро-
вали через мембранные фильтры с диаметром 
пор — 1,2; 0,45; 0,22 мкм (Sartorius, Германия). 
Подтверждение наличия фагов в обогащенном 
лизате проводили путем точечного нанесения 
фильтрата фагов на бактериальный газон иссле-
дуемых культур (спот-тест) [24]. При обнаруже-
нии лизиса культуры в месте нанесения капли 
фильтрата бактериофагов или появлении в этом 
участке мелких стерильных пятен фаговые ли-
заты продолжали исследовать, используя метод 
агаровых слоев по Грациа [22, 23].

Получение чистых линий бактериофагов. 
Для получения чистых линий бактериофагов 
отбирали единичную хорошо изолированную 
бляшку с помощью стерильного наконечника 
микропипетки. Бляшку помещали в 5 мл BHI бу-
льона одновременно с чувствительной культу-
рой в экспоненциальной фазе роста и обога-
щали в течение 24 ч [23]. Данную процедуру 
повторяли три раза для получения морфологи-
чески однородных негативных колоний с после-
дующей стерилизующей фильтрацией. Чистые 
линии бактериофагов помещали в стерильные 
пробирки и хранили для дальнейших исследо-
ваний при 4 °C.

Оценка морфологии негативных колоний бак-
териофага. Метод агаровых слоев по Грациа 

2	 Лабинская АС, Блинкова ЛП, Ещина АС, ред. Общая и санитарная микробиология с техникой микробиологических иссле-
дований: учебное пособие. М.: Медицина; 2004.
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использовали для исследования морфологии 
бляшек фагов, активных в отношении A.  oris 
и Ag.  actinomycetemcomitans [22, 23]. В пробирки 
с BHI агаром (0,4%) добавляли по 1,0 мл разведе-
ний титруемого бактериофага и по 0,1 мл бактери-
альной суспензии, затем высевали на предвари-
тельно подготовленные чашки с BHI агаром (1,5%). 
Морфологию бляшек изучали после инкубирова-
ния в течение 18–22 ч в условиях роста микроор-
ганизмов, описанных ранее.

Электронная микроскопия. Морфологию ви-
рионов исследовали с помощью трансмиссион-
ной электронной микроскопии. Каплю очищен-
ных фагов с титром 109 бляшкообразующих 
единиц в 1 мл фаголизата (БОЕ/мл) наносили 
на медную подложку с последующим отрица-
тельным окрашиванием 2% водным раствором 
уранилацетата (рН 3,0) и исследовали с исполь-
зованием просвечивающего электронного ми-
кроскопа JEM-1011 (JEOL, Япония). Электронные 
микрофотографии были сделаны с помощью 
установленной на микроскоп камеры Erlangshen 
ES500W (Gatan, США). Оценку морфологических 
параметров бактериофагов проводили с ис-
пользованием программы ImageJ3.

Определение оптимального значения мно-
жественности инфекции. Оптимальное 
значение множественности инфекции 
(multiplicity of infection, MOI) [25] для бакте-
риофагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 
и vB_AorP_3/Bl-35 устанавливали с использовани-
ем термостата (Binder, Германия) при температу-
ре 37 °С и в условиях анаэробной станции Whitley 
A35 (Don Whitley Scientific, Великобритания), 
предусматривающих замещение воздуха 
специальной бескислородной газовой сме-
сью (N2 — 80%, CO2 — 10%, H2 — 10%) при 37 °С. 
Показатель MOI фага vB_AacS_1/Dc-1 определя-
ли в атмосфере 10% углекислого газа в CO2 ин-
кубаторе МСО-175 (SANYO, Япония) при 37 °С. 
Штаммы-хозяева A. oris G-12, A. oris Ch-28, A. oris 
Bl-35 и Ag.  actinomycetemcomitans Dc-1 культиви-
ровали в BHI бульоне до ранней фазы экспонен-
циального роста — 108 КОЕ/мл. Шесть различных 
концентраций бактериофагов были добавлены 
в жидкую питательную среду к штаммам-хозя-
евам для формирования множественности ин-
фекции — 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 БОЕ/КОЕ 
[25]. После просветления пробирок образцы 
отбирали, а титр фагов определяли, используя 
метод Грациа [22, 23]. Анализ проводили в трех 
отдельных испытаниях и рассчитывали средние 
значения титров фагов, полученные на каждом 
этапе эксперимента.

Определение оптимального времени культи-
вирования. Оптимальное время культивирова-
ния [25] фагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 
на соответствующих тест-штаммах A.  oris G-12 
и A.  oris Ch-28 устанавливали при значении 
MOI, равном 1, в условиях анаэробной стан-
ции Whitley A35 при температуре 37 °С. 
Для фага vB_AorP_3/Bl-35 оптимальное время 
культивирования определяли на тест-штамме 
A. oris Bl-35 при значении MOI, равном 10, в усло-
виях анаэробной станции Whitley A35 при 37 °С, 
а для фага vB_AacS_1/Dc-1  — на тест-штамме 
Ag. actinomycetemcomitans Dc-1 при MOI 0,1 в ат-
мосфере 10% углекислого газа в CO2 инкубаторе 
при 37 °С. Опытным путем находили оптималь-
ное соотношение между временем культиви-
рования и активностью фагов [25]. Для этого 
каждые 2 ч отбирали образец для определения 
титра фага по методу Грациа [22, 23]. Изучаемый 
диапазон составил 12 ч. Анализ проводили 
в трех повторностях.

Определение спектра литической активности 
фагов. Литический спектр бактериофагов ис-
следовали на 15 тест-культурах A. oris и 2 тест-
культурах Ag.  actinomycetemcomitans методом 
спот-тестирования [24].

Определение специфичности бактериофа-
гов. Специфичность бактериофагов, активных 
в отношении A.  oris, изучали методом спот-те-
стирования культур родственных видов [24]: 
A.  naeslundii, A.  canis, A.  georgiae, A.  graevenitzii, 
A.  israelii, A.  neuii, A.  odontolyticus, A.  meyeri, 
A.  weissii. Штаммы получены из коллекции мик
роорганизмов НПЦ «Микромир» (Россия).

Чувствительность фагов к температуре и рН. 
Температурную устойчивость выделенных бак-
териофагов определяли по изменению количе-
ства жизнеспособных фаговых частиц после ин-
кубации в твердотельном термостате «Термит» 
(«ДНК-Технология», Россия) при различных тем-
пературах (4, 25, 37, 50, 60, 70, 80 и 90 °С) в тече-
ние 1 ч [26]. Контрольные пробирки не прогре-
вали. Количество оставшихся фаговых частиц 
определяли, используя метод Грациа [22, 23]. 
Исследование проводили в трех повторностях.

В ходе экспериментов по изучению чувстви-
тельности фагов к различным значениям рН сре-
ды фаговые фильтраты инкубировали в буфер-
ных растворах с различными значениями рН (2, 
4, 7 и 11) при 25 °С в течение 1 ч [24]. Количество 
оставшихся фаговых частиц определяли, ис-
пользуя метод Грациа [22, 23].

Стабильность фаголизатов при длитель-
ном хранении. Стабильность фаголизатов, 

3	 https://imagej.net/ij/
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хранящихся при температуре 4 °С, изучали пу-
тем отслеживания изменения титра фагов после 
6 мес. хранения [27] с применением метода тит-
рования по Грациа.

Статистическая обработка данных. 
Полученные результаты обрабатывали с ис-
пользованием стандартного пакета программ 
Microsoft Office Excel, рассчитывая среднее 
арифметическое и стандартную ошибку.

Результаты и обсуждение
Проведено выделение новых бакте-

риофагов, активных в отношении A.  oris 
и Ag. actinomycetemcomitans, из образцов слюны, 
зубного налета и содержимого пародонтальных 
карманов (рис. 1). Использование данных образ-
цов биоматериала для выделения фагов в на-
стоящей работе обусловлено тем, что они могут 
являться средой обитания микроорганизмов 
A.  oris и Ag.  actinomycetemcomitans. Анализ ли-
тературных источников показал, что явле-
ние лизогении широко распространено среди 
штаммов Ag.  actinomycetemcomitans, а выделен-
ные бактериофаги в основном представляют 
собой умеренные миовирусы, полученные 
после различных индуцирующих воздей-
ствий на бактерию [6, 16, 28, 29]. В настоящем 

исследовании новый бактериофаг, специфич-
ный к Ag.  actinomycetemcomitans, был выделен 
из объектов внешней среды без индуцирующего 
воздействия.

Согласно данным трансмиссионной элек-
тронной микроскопии, изоляты фагов 
vB_AorP_1/G-12 (рис. 1B), vB_AorP_2/Ch-28 (рис. 1C), 
vB_AorP_3/Bl-35 (рис. 1D) имели икосаэдрический 
капсид и короткий несокращающийся хвостовой 
отросток. Бактериофаг vB_AacS_1/Dc-1 (рис. 1A) 
имел изометрическую головку и длинный не-
сокращающийся хвостовой отросток. В соот-
ветствии с классификацией Международного 
комитета по таксономии вирусов (International 
Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV)4 фаги 
бактерий A.  oris были отнесены к подовирусам, 
а бактериофаг vB_AacS_1/Dc-1 — к сифовирусам. 
Оценка морфологии негативных колоний пока-
зала, что фаги vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, 
vB_AorP_3/Bl-35 и vB_AacS_1/Dc-1 образуют пол-
ностью прозрачные бляшки округлой формы 
без ореола. Морфологические особенности ви-
рионов фагов и морфология бляшек бактерио-
фагов представлены в таблице 1.

Для получения чистых линий бактериофагов 
с высокими титрами важно определить следу-
ющие параметры: оптимальное значение MOI, 

Фотография выполнена авторами / The photograph is taken by the authors

Рис. 1. Электронные микрофотографии фаговых частиц: A  — vB_AacS_1/Dc-1; B  — vB_AorP_1/G-12; С  — vB_AorP_2/Ch-28;  
D — vB_AorP_3/Bl-35. Контрастирование 2% раствором уранилацетата, увеличение ×250 000.

Fig. 1. Electron micrographs of bacteriophages: vB_AacS_1/Dc-1 (A), vB_AorP_1/G-12 (B), vB_AorP_2 /Ch-28 (C), and 
vB_AorP_3/Bl-35 (D). Contrasting with 2% uranyl acetate solution, ×250 000.

4	 https://ictv.global/taxonomy
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представляющее собой среднее количество 
вирусных частиц на одну клетку, которое рас-
считывается путем деления общего количества 
трансдуцирующих единиц на количество высе-
янных клеток; время культивирования системы 
«фаг–клетка»; стабильность фагов при абиоти-
ческом стрессе и при длительном хранении.

Проводили исследование MOI для бакте-
риофагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, 
vB_AorP_3/Bl-35 и vB_AacS_1/Dc-1 в диапазоне 
от 0,0001 до 10, чтобы определить оптимальные 
значения для получения максимальных титров 
каждого бактериофага. Условия для установ-
ления оптимальных значений MOI подобраны 
на основании культуральных свойств бакте-
рий-хозяев. Результаты, представленные на ри-
сунке 2, свидетельствуют о том, что для бакте-
риофагов vB_AorP_1/G-12 и vB_AorP_2/Ch-28 
оптимальное значение MOI равно 1, а самые 
высокие значения титра фагов получены в усло-
виях анаэробной станции при 37 °C и состави-
ли (4,1±0,6)×109 и (1,2±0,3)×109 БОЕ/мл соответ-
ственно. Фаг vB_AorP_3/Bl-35 показал высокие 
значения титра и в условиях термостата, и ана-
эробной станции при MOI 10, однако наивысший 
титр достигнут в условиях анаэробной станции 
и составил (2,0±0,4)×109 БОЕ/мл. Для бактерио-
фага vB_AacS_1/Dc-1 оптимальное значение 
MOI в условиях CO2 инкубатора было 0,1, титр 
составил (4,5±0,5)×109 БОЕ/мл (рис. 3). Эти зна-
чения MOI и условия культивирования исполь-
зовали для дальнейших экспериментов, а так-
же в технологии производства чистых линий 
бактериофагов.

Было установлено, что оптимальное вре-
мя культивирования при температуре 37 °С 
для фагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 
и vB_AorP_3/Bl-35 составило 8–12 ч (рис. 4А–С). 
За это время происходил лизис тест-культуры 
(просветление среды по сравнению с контро-
лем), значения титра фагов при этом были равны 
(3,4±1,1)×109, (2,2±0,5)×109, (1,8±0,6)×109 БОЕ/мл 
соответственно. Для фага vB_AacS_1/Dc-1 оп-
тимальное время культивирования при темпе-
ратуре 37 °С составило 10–12 ч, титр был ра-
вен (3,1±0,7)×109 БОЕ/мл (рис. 4D). Полученные 
результаты зависимости значений титра фагов 
от времени культивирования были оптималь-
ны для работы и использованы в дальнейших 
исследованиях, а также в технологии произ-
водства чистых линий бактериофагов.

При исследовании литического спектра 
фагов обнаружено, что из 15 исследуемых 
штаммов A.  оris бактериофаги vB_AorP_1/G-12, 
vB_AorP_2/Ch-28, vB_AorP_3/Bl-35 лизировали 10, 
8 и 12 бактериальных штаммов соответственно. 
Изолят фага vB_AacS_1/Dc-1 проявлял литиче-
скую активность в отношении обоих тестируемых 
штаммов Ag.  actinomycetemcomitans. Результаты 
исследования представлены в таблице 2.

Результаты исследования специфичности 
трех выделенных изолятов бактериофагов  
vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 и vB_AorP_3/Bl-35  
свидетельствуют о том, что фаги проявляют 
свою активность и в отношении бактерии 
A.  naeslundii, играющей важную роль в инициа-
ции и прогрессировании образования зубного 
налета (табл. 3) [30, 31].

Таблица 1. Морфологические особенности вирионов и морфология бляшек бактериофагов, активных в отношении 
Actinomyces oris и Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Table 1. Morphological characteristics of virions and plaques of bacteriophages active against Actinomyces oris and Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans

Морфология
Morphology

Бактериофаг
Bacteriophage

vB_AorP_1/G-12 vB_AorP_2/Ch-28 vB_AorP_3/Bl-35 vB_AacS_1/Dc-1

Морфология капсида
Capsid morphology

Икосаэдрический
Icosahedral

Икосаэдрический
Icosahedral

Икосаэдрический
Icosahedral

Изометрический
Isometric

Морфология хвостового отростка
Tail morphology

Короткий, 
несокращающийся

Short,
non-contractile

Короткий, 
несокращающийся

Short,
non-contractile

Короткий,
несокращающийся

Short,
non-contractile

Длинный, 
несокращающийся

Long,
non-contractile

Средний диаметр головки, нм
Average head diameter, nm 44,00±2,82 46,00±2,49 42,00±2,31 59,00±3,37

Длина хвостового отростка, нм
Tail length, nm – – – 107,00±3,16

Размер прозрачной бляшки, мм
Clear plaque size, mm 0,8±0,1 1,0±0,2 4,0±0,2 1,2±0,2

Ореол бляшки
Plaque halo

Отсутствует
Absent

Отсутствует
Absent

Отсутствует
Absent

Отсутствует
Absent

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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Таблица 2. Исследование чувствительности тест-штаммов Actinomyces oris и Aggregatibacter actinomycetemcomitans к бакте-
риофагам in vitro
Table 2. In vitro study of Actinomyces oris and Aggregatibacter actinomycetemcomitans test strain sensitivity to bacteriophages

Бактериофаг
Bacteriophage

Тест-штамм
Test culture

Число исследованных штаммов, N
Number of tested strains, N

Число чувствительных штаммов, n (%)
Number of sensitive strains, n (%)

vB_AorP_1/G-12 A. oris 15 10 (66,7%)

vB_AorP_2/Ch-28 A. oris 15 8 (53,3%)

vB_AorP_3/Bl-35 A. oris 15 12 (80%)

vB_AacS_1/Dc-1 Ag. actinomycetemcomitans 2 2 (100%)

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Четыре исследуемых фага продемонстри-
ровали хороший потенциал сохранения ли-
тической активности в условиях абиотиче-
ского стресса. Изоляты фагов vB_AorP_1/G-12 
и vB_AacS_1/Dc-1 показали самую высокую термо-
стойкость (60 мин при 80 °C) по сравнению с дру-
гими фагами (vB_AorP_2/Ch-28 и vB_AorP_3/Bl-35), 

которые были полностью инактивированы 
через 60 мин при 80 °C (рис. 5).

При анализе устойчивости бактериофагов 
к различным значениям pH (табл. 4) среды было 
установлено, что при значении pH 2,0 выявле-
но инактивирующее воздействие на все фаги, 
активные в отношении A.  oris. Изоляты фагов 
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Результаты определения значения множественности инфекции для бактериофагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 
и vB_AorP_3/Bl-35 после 8 ч инкубации в условиях термостата (А) и анаэробной станции (В) при 37 °C. Ось X — значения мно-
жественности инфекции (MOI). Ось Y — значения титра бактериофагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 и vB_AorP_3/Bl-35 
в экспоненциальном виде, БОЕ/мл. Результаты основаны на трех повторностях экспериментов. Вертикальные маркеры по-
грешностей указывают отклонение от среднего значения.

Fig. 2. Results of determining the multiplicity of infection for vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, and vB_AorP_3/Bl-35 after 8 hours 
of incubation in a thermostat (A) and an anaerobic station (B) at 37 °C. X-axis: multiplicity of infection (MOI). Y-axis: titres of 
vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, and vB_AorP_3/Bl-35 in exponential form, PFU/mL. Results are based on triplicate experiments. 
Vertical error bars indicate the deviation from the mean.
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Рис. 3. Результаты определения значения множественности инфекции для бактериофага vB_AacS_1/Dc-1 после 10 ч инкуба-
ции в условиях CO2 инкубатора при 37 °C. Ось X — значения множественности инфекции (MOI). Ось Y — значения титра бак-
териофага vB_AacS_1/Dc-1 в экспоненциальном виде, БОЕ/мл. Результаты основаны на трех повторностях экспериментов. 
Вертикальные маркеры погрешностей указывают отклонение от среднего значения.

Fig. 3. Results of determining the multiplicity of infection for vB_AacS_1/Dc-1 after 10 hours of incubation in a CO2 incubator at 
37 °C. X-axis: multiplicity of infection (MOI). Y-axis: titre of vB_AacS_1/Dc-1 in exponential form, PFU/mL. Results are based on 
triplicate experiments. Vertical error bars indicate the deviation from the mean.

Таблица 3. Исследование специфичности бактериофагов, активных в отношении Actinomyces oris, на культурах родственных 
видов in vitro
Table 3. In vitro study of the specificity of bacteriophages active against Actinomyces oris in cultures of related species

Бактериофаг
Bacteriophage

Тест-штамм
Test culture

Число исследованных штаммов, N
Number of tested strains, N

Число чувствительных штаммов, n (%)
Number of sensitive strains, n (%)

vB_AorP_1/G-12 A. naeslundii 9 9 (100%)

A. odontolyticus 22 0 (0%)

A. neuii 2 0 (0%)

A. graevenitzii 3 0 (0%)

A. canis 1 0 (0%)

A. georgiae 1 0 (0%)

A. israelii 1 0 (0%)

A. meyeri 1 0 (0%)

A. weissii 1 0 (0%)

vB_AorP_2/Ch-28 A. naeslundii 9 6 (66,7%)

A. odontolyticus 22 0 (0%)

A. neuii 2 0 (0%)

A. graevenitzii 3 0 (0%)

A. canis 1 0 (0%)

A. georgiae 1 0 (0%)

A. israelii 1 0 (0%)

A. meyeri 1 0 (0%)

A. weissii 1 0 (0%)

vB_AorP_3/Bl-35 A. naeslundii 9 5 (55,6%)

A. odontolyticus 22 0 (0%)
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Рис. 4. Соотношение между временем культивирования и активностью фагов при значении множественности инфекции 
(MOI), равном 1 (A  — vB_AorP_1/G-12, B  — vB_AorP_2/Ch-28), при значении MOI 10 (C  — vB_AorP_3/Bl-35) и при значении 
MOI 0,1 (D — vB_AacS_1/Dc-1). Результаты основаны на трех повторностях экспериментов. Вертикальные маркеры погреш-
ностей указывают отклонение от среднего значения.

Fig. 4. Phage activity as a function of incubation time at a multiplicity of infection of 1 (vB_AorP_1/G-12 (A) and vB_AorP_2/Ch-28 
(B)), 10 (vB_AorP_3/Bl-35 (C)), and 0.1 (vB_AacS_1/Dc-1 (D)). Results are based on triplicate experiments. Vertical error bars indicate 
the deviation from the mean.
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Продолжение таблицы 3
Table 3 (continued)

Бактериофаг
Bacteriophage

Тест-штамм
Test culture

Число исследованных штаммов, N
Number of tested strains, N

Число чувствительных штаммов, n (%)
Number of sensitive strains, n (%)

vB_AorP_3/Bl-35 A. neuii 2 0 (0%)

A. graevenitzii 3 0 (0%)

A. canis 1 0 (0%)

A. georgiae 1 0 (0%)

A. israelii 1 0 (0%)

A. meyeri 1 0 (0%)

A. weissii 1 0 (0%)

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 при значе-
нии pH 11,0 были полностью инактивированы, 
в то время как изолят фага vB_AorP_3/Bl-35 
при этом же значении pH сохранял свою ак-
тивность ((1,2±0,1)×101 БОЕ/мл). Бактериофаг 

vB_AacS_1/Dc-1 сохранял активность при всех 
изучаемых значениях pH.

Активность фаговых лизатов, хранившихся 
при температуре 4 °C, исследовали по истече-
нии 6 мес. Результаты показали, что значения 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 5. Устойчивость к тепловому воздействию бактериофагов: A — vB_AorP_1/G-12, B — vB_AorP_2/Ch-28, C — vB_AorP_3/Bl-35,  
D — vB_AacS_1/Dc-1. Результаты основаны на трех повторностях экспериментов. Вертикальные маркеры погрешностей ука-
зывают отклонение от среднего значения.

Fig. 5. Thermal resistance of bacteriophages: vB_AorP_1/G-12 (A), vB_AorP_2/Ch-28 (B), vB_AorP_3/Bl-35 (C), and vB_AacS_1/Dc-1 
(D). Results are based on triplicate experiments. Vertical error bars indicate the deviation from the mean.
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Таблица 4. Исследование стабильности выделенных изолятов бактериофагов при различных значениях pH
Table 4. Stability study of the isolated bacteriophages at different pH values

pH

Значение титра бактериофага, БОЕ/мл
Phage titre, PFU/mL

vB_AorP_1/G-12 vB_AorP_2/Ch-28 vB_AorP_3/Bl-35 vB_AacS_1/Dc-1

2 0 0 0 (1,0±0,1)×101

4 (1,0±0,05)×105 (5,0±0,5)×105 (3,0±0,3)×101 (2,0±0,8)×104

7 (2,8±0,6)×109 (1,5±1,6)×109 (9,2±1,5)×108 (2,1±0,7)×109

11 0 0 (1,2±0,1)×101 (1,0±0,3)×101

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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титра не изменяются после хранения в течение 
6 мес. при температуре 4 °C (табл. 5).

Заключение
Выделены три новых бактериофага, активных 

в отношении A. oris (vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28,  
vB_AorP_3/Bl-35), и один бактериофаг, актив-
ный в отношении Ag.  actinomycetemcomitans  
(vB_AacS_1/Dc-1). Изучены биологические свой-
ства бактериофагов, такие как морфология вири-

онов фагов и фаговых бляшек, литическая актив-
ность, спектр хозяев, множественность инфекции, 
время культивирования системы «фаг–клет-
ка», специфичность. Исследуемые фаги проде-
монстрировали стабильность при абиотическом 
стрессе и длительном хранении. Таким образом, 
выделенные бактериофаги являются перспек-
тивными для дальнейших научных исследований 
на клинических штаммах, а также для проведе-
ния полногеномного секвенирования.
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