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Прямое количественное определение белковых антигенов  
в препаратах субъединичных чумных и риккетсиозных вакцин
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цель работы – предложить методические приемы прямого количественного определения специфических бел-
ковых антигенов Yersinia pestis и Rickettsia raoultii в препаратах и различных прототипах субъединичных вак-
цин. материалы и методы. в качестве модельных использовали антигены Y. pestis LcrV и Caf1, заключенные в 
субстанцию вакцины чумной молекулярной микроинкапсулированной (вчмм) и раздельно, в микрокристаллы 
аминокислот, соосажденных с белками чумного микроба. антигены R. raoultii Adr2, OmpB24, YbgF адсорбиро-
вали прототипом субстанции риккетсиозной вакцины. освобождение чумных антигенов из микрокапсул вчмм 
проводили последовательной обработкой последних органическими растворителями метиленхлоридом и метано-
лом соответственно, микрокристаллы-носители растворяли 0,1 м натрий-цитратным буфером, рн 6,0. антигены 
в прототипе субстанции риккетсиозной вакцины определяли измерением количества белков, не связывающихся 
с алюмогелем. количественные параметры, характеризующие содержание антигенов в субстанциях и прототи-
пах вакцинных препаратов, вычисляли в результате обработки цифровых изображений полиакриламидных ге-
лей, полученных электрофорезом фракций белковых антигенов, экстрагированных из носителей. результаты 
и обсуждение. изучены не вызывающие деградацию белка способы прямой экстракции и последующего коли-
чественного анализа антигенов Y. pestis LcrV и Caf1 из препаратов субъединичных вакцин на основе микрокри-
сталлов аминокислот и полилактидных микрокапсул. установлен различный характер связывания LcrV и Caf1 в 
субстанциях микрокристаллов, при этом количественно определена доля антигенов, освобождающихся из микро-
кристаллов только в результате их полного растворения. выявлено, что при низких концентрациях белков LcrV 
и Caf1, экстрагированных из микрокристаллов, для их уверенной визуализации необходимо концентрирование 
экстрактов с последующим удалением солей. подтверждено, что 10 мкг чумных антигенов и белков R. raoultii в 
объеме дозы введения 200 мкл суспензии достаточно для количественного анализа электрофоретическим мето-
дом. обсуждаются перспективы альтернативных прямой экстракции антигенов иных физико-химических мето-
дов оценки состава и качества вакцинных препаратов.

Ключевые слова: вакцины, адъюванты, Yersinia pestis, LcrV, Caf1, микрокристаллы, экстракция, Rickettsia 
raoultii, Adr2, OmpB24, YbgF.

Корреспондирующий автор: Копылов Павел Христофорович, e-mail: info@obolensk.org.
Для цитирования: Копылов П.Х., Дентовская С.В. Прямое количественное определение белковых антигенов в препаратах субъединичных чумных и 

риккетсиозных вакцин. Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 4:69–74. DOI: 10.21055/0370-1069-2022-4-69-74
Поступила 16.12.2022. Принята к публ. 23.12.2022.

P.Kh. Kopylov, S.V. Dentovskaya
Direct Quantification of Protein Antigens in Subunit Plague and Rickettsial Vaccine 
Preparations
State Scientific Center of Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Russian Federation

Abstract. The aim of the work was to put forward the methods for direct quantitative determination of the content 
of Yersinia pestis and Rickettsia raoultii protein antigens in preparations and various prototypes of subunit vaccines. 
Materials and methods. Y. pestis LcrV and Caf1 antigens enclosed in the substance of the molecular microencapsulated 
plague vaccine (MMPV) and separately, in microcrystals of amino acids co-precipitated with plague proteins were used 
as model antigens. R. raoultii Adr2, OmpB24, and YbgF antigens were adsorbed on the prototype substance of the ri-
ckettsia vaccine. The release of plague antigens from MMPV microcapsules was carried out through successive treatment 
of the latter with organic solvents, methylene chloride and methanol, respectively; the carrier microcrystals were dis-
solved in 0.1 M sodium citrate buffer at pH 6.0. The antigen content in the prototype substance of the rickettsial vaccine 
was determined by measuring the amount of proteins not bound to the alumogel. Quantitative parameters characterizing 
the content of antigens in the substances and prototypes of vaccine preparations were calculated by processing digital im-
ages of polyacrylamide gels obtained by electrophoresis of protein antigen fractions extracted from carriers. Results and 
discussion. Methods for direct extraction and subsequent quantitative analysis of Y. pestis LcrV and Caf1 antigens from 
subunit vaccine preparations based on amino acid microcrystals and polylactide microcapsules that do not cause protein 
degradation have been studied. A different nature of the binding of LcrV and Caf1 in the substances of microcrystals has 
been established, while the proportion of antigens released from microcrystals has been quantified only in case of their 
complete dissolution. It was found that at low concentrations of LcrV and Caf1 proteins extracted from microcrystals, it 
is necessary to concentrate the extracts with subsequent removal of salts for their reliable visualization. It has been con-
firmed that 10 μg of plague antigens and proteins of R. raoultii in a dose volume of 200 μl of suspension is sufficient for 
quantitative analysis using electrophoretic method. The prospects of other physicochemical methods alternative to direct 
extraction of antigens for evaluating the composition and quality of vaccine preparations are discussed.



70

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 4      ОРигинальнЫе статьи

вакцинация препаратами на основе инактиви-
рованных или аттенуированных микроорганизмов 
остается одним из наиболее эффективных методов 
профилактики инфекционных заболеваний. введе-
ние в организм человека всей совокупности антиге-
нов, присутствующих в такого рода препаратах, обу-
словливает проблему их безопасного применения и 
использования в качестве универсальных платформ 
для разработки. субъединичные вакцины, несущие 
только основные иммунодоминантные компоненты, 
позволяют в значительной степени снимать вопросы 
безопасности. снижение общего числа антигенов в 
вакцине уменьшает общую нагрузку на иммунную 
систему человека, но в то же время утрата целого ряда 
антигенов с меньшей протективностью сказывается 
на иммунологической эффективности таких вакцин. 
снижение протективности субъединичных вакцин 
в значительной мере компенсируется введением в 
препарат иммуностимулирующих агентов (адъюван-
тов). современные адъюванты могут значительно 
повышать эффективность иммунного ответа за счет 
оптимизации размера и формы частиц вакцинного 
препарата, сохранения нативной структуры анти-
генов и за счет препятствования термоинактивации 
[1, 2]. вместе с тем упрощенный по своей природе 
антигенный состав субъединичных вакцин подчер-
кивает важность количественной оценки иммунодо-
минантных антигенов в вакцинной субстанции, что 
позволяет контролировать дозирование препарата 
и проводить мониторинг технологического процес-
са его получения. разработка вакцин – это длитель-
ный многоэтапный процесс с экспериментальными 
исследованиями, контролем качества производства, 
включая нормативно-правовые вопросы, маркетинг 
и продажи. краеугольным камнем в разработке 
вакцин является наличие панели высококачествен-
ных тестов и методов, которые позволяют снижать 
риски получения некачественного продукта как на 
этапах разработки, клинических испытаний, лицен-
зирования, так и выпуска коммерческого препарата.  
в итоге все вакцинные препараты должны соответ-
ствовать требованиям нормативной документации, 
касающимся доказательного состава препаратов,  
в том числе и количественного определения в них 
присутствующих белковых антигенов [3]. недавно, 
например, опубликован всесторонний обзор ком-
плекса методов и подходов in vivo и in vitro, исполь-

зуемых для контроля различных стадий производства 
и самого конечного продукта – оральной холерной 
бивалентной химической вакцины [4]. цель нашей 
работы – предложить методические приемы прямого 
количественного определения специфических бел-
ковых антигенов Yersinia pestis и Rickettsia raoultii в 
препаратах и различных прототипах субъединичных 
вакцин с учетом проблем и перспектив контроля ка-
чества на этапах разработки средств специфической 
профилактики инфекционных заболеваний. 

материалы и методы

Реагенты. для приготовления гелей, буферных 
растворов в процессе растворения микрокристаллов 
и микрокапсул применяли отечественные реактивы 
категории «осч», «хч» и импортные, соответствую-
щие им по чистоте.

Источники антигенов. антигены Y. pestis LcrV 
и Caf1 выделяли и характеризовали, как описано со-
ответственно в работах [5, 6]. белки Adr2, OmpB24 
и YbgF выделяли никель-хелатной хроматографией 
на колонках HisTrap HP, 5 ml (Cytiva) с учетом реко-
мендаций производителя из лизатов рекомбинант-
ных штаммов Escherichia coli, несущих гены adr2, 
ompB24 и ybgF из штамма R. raoultii «караганда 
7/98» в плазмиде pET32b(+), любезно предоставлен-
ных м.е. платоновым. 

Адсорбция антигенов суспензией гидроокиси 
алюминия (алюмогеля). антигены, предварительно 
диализованные против забуференного изотоническо-
го раствора (зФр), содержащего 10 мм двузамещен-
ного фосфата натрия, 1,76 мм однозамещенного фос-
фата калия, 2,7 мм хлористого калия, 137 мм хлори-
стого натрия, рн 7,2, стерилизовали, пропуская через 
стерильные мембранные PES-фильтры с диаметром 
пор 0,2 мкм (Whatman), и смешивали со стериль-
ной суспензией геля гидроокиси алюминия (A8222, 
Sigma) в физрастворе. оба компонента суспензии 
предварительно стерилизовали автоклавированием 
при 0,5 атм в течение 30 мин. суспензии антигенов с 
гидроокисью алюминия тщательно перемешивали и 
инкубировали в течение ночи при 4 °с. контрольные 
пробы получали из эквивалентных объемов раство-
ров, не содержащих алюмогель. пробы для электро-
фореза готовили из надосадочных фракций отобран-
ных аликвот после центрифугирования.

Key words: vaccines, adjuvants, Yersinia pestis, LcrV, Caf1, microcrystals, extraction, Rickettsia raoultii, Adr2, 
OmpB24, YbgF.
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Экстракция антигенов из полилактидных 
микрокапсул. экстракцию антигенов и количествен-
ный анализ LcrV и Caf1 таких микрокапсул, состав-
ляющих основу субъединичной чумной вакцины, 
проводили так, как предложено нами в нормативной 
документации на вакцину чумную молекулярную 
микроинкапсулированную (вчмм) (регистрацион-
ное удостоверение № лп-004808 от 19.04.2018).

Освобождение (экстракция) антигенов из 
микрокристаллов, образованных быстрым со-
осаждением белков с аминокислотами. препараты 
микрокристаллов, нагруженных раздельно антигена-
ми LcrV и Caf1, получали по методу, изложенному в 
статье S. Jones et al. [7]. высушенные в течение ночи 
при комнатной температуре субстанции хранили при 
4 °с. для экстракции белков из нагруженных микро-
кристаллов использовали методику, описанную в 
той же статье, измененную с учетом массы сухой 
субстанции. готовили навески микрокристаллов, на-
груженных антигенами LcrV или Caf1, массой около 
10 мг в микропробирках и суспендировали их в 1 мл 
зФр в течение 1 мин при комнатной температуре, 
после чего суспензии центрифугировали 3 мин при 
12000g. отбирали пробы надосадочных фракций в 
объеме 800 мкл, осторожно удаляли из микропроби-
рок оставшийся зФр и вносили по 1 мл 0,1 м рас-
твора цитрата натрия, рн 6,0. растворение навесок 
проводили в течение 1 ч при 37 °с с периодическим 
встряхиванием на вортексе V-32 (BioSan) со скоро-
стью вращения 2500 об/мин, после чего повторяли 
центрифугирование в тех же условиях и проводили 
отбор проб. к оставшимся осадкам вновь прибавля-
ли по 1 мл 0,1 м раствора цитрата натрия (рн 6,0) и 
продолжали их растворение и отбор проб, как описа-
но выше; во второй порции цитрата осадки раство-
рялись полностью. до начала анализа пробы храни-
ли замороженными при минус 20 °с.

Количественное определение антигенов. 
количество антигенов в предварительно концентри-
рованных пробах определяли по результатам их элек-
трофореза в полиакриламидном геле (дсн-пааг) в 
восстанавливающих условиях [8]. для увеличения 
концентраций белков в анализируемых образцах и их 
последующей визуализации в гелях пробы обрабаты-
вали следующим образом. к 800 мкл проб добавляли 
по 200 мкл 80 % раствора трихлоруксксной кислоты 
(тху) и оставляли микропробирки в холодильнике 
на ночь с целью образования осадка, после чего цен-
трифугировали в течение 10 мин при 20000g и 4 °с 
и помещали на лед. надосадочную часть осторожно 
удаляли и добавляли к пробам по 1 мл 90 % водно-
го раствора ацетона, охлажденного до минус 20 °с, 
инкубировали в течение 1 ч в морозильной камере, 
после чего центрифугировали при тех же условиях. 
растворитель декантировали и повторяли процедуру 
промывки ацетоном еще раз для удаления остатков 
тху, микропробирки подсушивали на лабораторном 
столе 3–4 мин. для растворения осажденных тху и 
ацетоном белков применяли буфер Laemmli в объеме 

60 мкл, содержащий 120 мм трис-нсl, рн 6,8, 20 % 
глицерина, 10 % 2-меркаптоэтанола, 4 % додецил-
сульфата натрия и 0,004 % бромфенолового синего. 
пробы прогревали в течение 5 мин при 95 °с, встря-
хивали на вортексе и после образования конденса-
та при комнатной температуре кратко, в течение 
0,5 мин, центрифугировали. концентрированные 
таким образом белки в буфере Laemmli использо-
вали для электрофореза. гели окрашивали кумасси 
G-250 и получали цифровые изображения на сканере 
ImageQuant 800 (Amersham), денситометрический 
анализ окрашенных полос проводили программой 
GenAnalyser 2010, в качестве калибровки использо-
вали образцы альбумина с различными концентра-
циями и маркеры молекулярных масс LMW (Cytiva) 
с заявленными массовыми долями компонентов.

результаты и обсуждение

задача экстрагирования белков, прочно адсорби-
рованных частицами гидроокиси алюминия, ограни-
чивала применение жестких агентов, вызывающих 
необратимую деградацию полипетидной цепи анти-
генов. экспериментально найденные более мягкие 
экстрагенты, такие как буферные растворы с различ-
ными детергентами, с высокими/низкими значения-
ми рн, хаотропными агентами, часто освобождали 
белки в недостаточной степени, при этом значитель-
но усложняя последующие процедуры необходимо-
стью своего удаления из аналитов. поэтому задачу 
определения антигенов в составе вакцины часто ре-
шают от противного – измерением количества анти-
генов, не связывающихся с алюмогелем. необходимо 
отметить, что такой метод может быть использован 
только при адсорбции антигенов, то есть в процессе 
приготовления вакцинных препаратов, и не приме-
ним для готовых субстанций на основе гидроокиси 
алюминия. итоги сорбции использованных нами 
различных антигенов частицами гидроокиси алюми-
ния иллюстрирует рис. 1. сравнение линий 1 и 2 это-
го рисунка показало неполную адсорбцию антигенов 
LcrV и Caf1 в приготовленном препарате, связывание 
составляло соответственно 43 и 30 %. в то же время 
очищенные рекомбинантные белки риккетсий Adr2 
и YbgF полностью адсорбировались; в значительной 
степени (90 %) также адсорбирован белок OmpB24 
таким же количеством гидроокиси алюминия, как и 
в случае белков чумного микроба (рис. 1, линии 4, 8 
и 6). видно, что использование одинаковых массо-
вых соотношений различных антигенов и алюмогеля 
выдает вариативность их адсорбционных способно-
стей в отношении сорбента, обусловленных в конеч-
ном итоге топографией заряженных и гидофобных 
участков, то есть аминокислотными последователь-
ностями антигенов. из рис. 1 следует, что задача 
контроля поведения антигенов на этапе их адсорб-
ции гидроокисью алюминия может быть успешно 
решена для диапазона концентраций используемых 
в экспериментальных прототипах вакцинных пре-
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паратов (одна доза суспензии для введения мышам 
составляла 200 мкл, содержала 10 мкг антигена и ви-
зуализировалась на электрофореграмме).

в экспериментах с микрокристаллами, получен-
ными по методу S. Jones et al. [7], нагруженными раз-
дельно антигенами LcrV и Caf1, использован мягкий 
метод их растворения в цитратном буфере, который 
сохранял антигены, заключенные в микрокристал-
лы, и давал возможность проведения дальнейшего 
анализа освобожденных белков. в оригинальной 
методике количественное определение проводили 
иммуноферментным анализом с использованием со-
ответствующих специфических антител и антивидо-
вых конъюгатов [7]. мы использовали электрофорез 
и денситометрию гелей, что исключало получение и 
использование специфических антител, однако из-за 
меньшей чувствительности метода дсн-пааг при-
меняли концентрирование образцов с необходимым 
исчерпывающим удалением тху и цитрата, которые 
могли сильно исказить электрофореграммы.

приведена электрофореграмма параллельной 
экстракции LcrV и Caf1 из четырех одинаковых 
навесок нагруженных микрокристаллов (рис. 2). 
анализ показал, что часть LcrV (16,1 %) и Caf1 
(25,2 %) переходила в растворимое состояние в зФр 
в течение 1 мин, последующая часовая экстракция 
0,1 м цитратом освобождала из микрокристаллов 

соответственно 75,2 и 49,2 % этих антигенов, вторая 
экстракция тем же буфером завершала растворение 
носителя и освобождала оставшиеся антигены – 8,7 
и 25,6 % соответственно (рис. 2). представленный 
анализ позволял сравнить эффективность различных 
вариантов адсорбции LcrV и Caf1 микрокристалла-
ми, определить содержание антигенов в 1 мг сухой 
субстанции, долю легкорастворимых белков в препа-
ратах и рассчитать массы смешиваемых микрокри-
сталлов с эквивалентным содержанием антигенов,  
а также число доз прототипа препарата для иммуни-
зации животных.

анализ прямого определения антигенов LcrV 
и Caf1 в полилактидных микрокапсулах препарата 
вчмм детально изложен в соответствующей норма-
тивной документации и аналогичен представленному 
выше с теми отличиями, что полимерный носитель 
последовательно обрабатывали не цитратом, а орга-
ническими растворителями, удаляли их и растворяли 
содержимое вакцинных флаконов в электрофорети-
ческом буфере Laemmli. экспериментально устано-
вили, что органические контаминанты полилактид-
ной матрицы образцов не влияли на качество гелей. 
результаты использовали для нормативного количе-
ственного контроля антигенов в препаратах вчмм. 

разработка вакцины – сложная задача. часто для 
разработки вакцины недостаточно научных знаний о 

рис. 1. электрофорез очищенных белков LcrV, Caf1, Adr2, 
OmpB24 и YbgF после адсорбции в суспензии гидроокиси алю-
миния:
линии 1, 2 – LcrV и Caf1; 3, 4 – Adr2; 5, 6 – OmpB24; 7, 8 – YbgF; 1, 3, 
5, 7 – неадсорбированные белки в контрольных препаратах; 2, 4, 6, 8 – 
надосадочные фракции суспензий гидроокиси алюминия; 9 – маркеры 
молекулярных масс белков, Cytiva, # 17044601 (сверху вниз, кда – 97, 
66, 45, 30, 20, 14)

Fig. 1. Electrophoresis of purified proteins LcrV, Caf1, Adr2, 
OmpB24, and YbgF after adsorption in a suspension of aluminum 
hydroxide:
lanes 1, 2 – LcrV и Caf1; 3, 4 – Adr2; 5, 6 – OmpB24; 7, 8 – YbgF; 1, 3, 5,  
7 – non-adsorbed proteins in control preparations; 2, 4, 6, 8 – supernatant 
fractions of suspensions of aluminum hydroxide; 9 – protein molecular 
weight markers, “Cytiva”, # 17044601 (from top to bottom, kDa – 97, 66, 
45, 30, 20, 14)

рис. 2. электрофорез экстрактов микрокристаллов, нагружен-
ных антигенами LcrV и Caf1 раздельно:
линии 1, 2, 5, 6, 8, 9 – экстракты микрокристаллов с Caf1; 3, 4, 7, 8, 11, 
12 – экстракты микрокристаллов с LcrV; 1, 2, 3, 4 – экстракция физрас-
твором; 5, 6, 7, 8 – первая экстракция 0,1 м цитратом, рн 6,0; 9, 10, 11, 
12 – вторая экстракция 0,1 м цитратом, рн 6,0; 13 – маркеры молеку-
лярных масс белков, Cytiva, # 17044601 (сверху вниз, кда – 97, 66, 45, 
30, 20, 14)

Fig. 2. Electrophoresis of microcrystal extracts loaded with LcrV 
and Caf1 antigens separately:
lanes 1, 2, 5, 6, 8, 9 – extracts of microcrystals with Caf1; 3, 4, 7, 8, 11,  
12 – extracts of microcrystals with LcrV; 1, 2, 3, 4 – saline extraction; 5, 6, 7, 
8 – first extraction with 0.1 M citrate, pH 6.0; 9, 10, 11, 12 – second extraction 
with 0.1 M citrate, pH 6.0; 13 – protein molecular weight markers, “Cytiva”, 
# 17044601 (from top to bottom, kDa – 97, 66, 45, 30, 20, 14)
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молекулярных механизмах ее защитного действия, 
что затрудняет увязку определенного компонента с 
конкретными характеристиками продукта и суще-
ственно затрудняет разработку соответствующих 
анализов для контроля качества вакцины. кроме того, 
большое разнообразие патогенов также порождает 
значительные различия в технологии производства 
вакцин [9]. в результате каждая вакцина нуждается 
в индивидуальном наборе тестов для определения ее 
качества. текущие нормативные требования к био-
фармацевтическим продуктам хорошо обобщены в 
руководствах международной конференции по гар-
монизации [10].

рассматривая прототипы вакцинных препаратов 
на основе носителей-адъювантов различной хими-
ческой природы, можно заключить, что возможность 
прямого анализа их антигенного содержимого тра-
диционными методами, включающими экстракцию 
и последующий анализ, определяется прочностью 
связей между белковыми антигенами и матрицей.  
в случае практически необратимого связывания ко-
личественный контроль антигена возможен главным 
образом на этапе изготовления. в противоположном 
случае возможно специфическое разрушение носи-
телей в мягких условиях с сохранением антигенов 
либо радикальное ослабление межмолекулярных 
сил, удерживающих антиген, с его последующей 
диффузией в растворимую фазу и идентификация 
количественными иммунохимическими (иФа, им-
мунохроматография), физико-химическими (дсн-
пааг, спектрофотометрия) методами, причем для 
каждого типа адъюванта-носителя, исходя из его хи-
мической природы, существуют специфические ме-
тоды и условия его растворения (разрушения). в на-
шем исследовании показано использование двух ме-
тодов: одного – для растворения цитратным буфером 
микрокристаллов, нагруженных антигенами LcrV и 
Caf1; второго – для деградации полилактидных мик-
рокапсул, несущих LcrV и Caf1, метиленхлоридом 
и метанолом. оба приема позволяли получить вос-
производимые результаты и определить содержание 
чумных антигенов в вакцинном препарате и его про-
тотипе. риккетсиозные антигены, прочно связываю-
щиеся с гидроокисью алюминия, определяли по их 
остаточному количеству, анализируя содержимое 
фракций, свободных от микрочастиц гидроокиси 
алюминия.

методы прямого количественного определе-
ния антигенов в составе препаратов, исключаю-
щих экстракцию, чрезвычайно привлекательны.  
в простом случае для количественного определе-
ния дозы антигена в вакцинном препарате на основе 
микрокапсул использовали специфическую метку, 
флуоресцеин-изотиоцианат (Фитц), который вво-
дили в Caf1 с образованием ковалентной связи [11]. 
концентрацию связанного Фитц определяли спек-
трофотометрически по характерному пику погло-
щения хромофорной флуоресцеиновой химической 
группы при 496 нм. похожий подход применили 

также о.Ю. кочеткова с соавт. [12] для оценки эф-
фективности включения Фитц-меченного альбу-
мина методом адсорбции в синтетические микро-
капсулы в зависимости от числа полиэлектролит-
ных слоев. однако для характеристики содержания 
немеченых, нативных антигенов в партиях профи-
лактических препаратов необходимо разработать 
полностью адекватную модель переноса и интер-
претации модельных результатов поведения Фитц-
меченных антигенов с учетом того, сколько молекул 
метки вводится в антиген, меняя его заряд, гидро-
фобность и молекулярную массу. дополнительные 
проблемы для прямого определения антигенов воз-
никают, когда один из иммуногенных компонен-
тов прототипа вакцинного препарата представляет 
собой не индивидуальный антиген, а, например, 
сложный антигенный комплекс, в основном белков 
и липополисахаридов [11]. значения измеренных 
интегральных параметров антигенного комплек-
са должны полностью отражать его протективные 
иммунологические свойства, и очевидно, что полу-
чение доказательств адекватности и информатив-
ности характеристических параметров является от-
дельным трудоемким исследованием. 

прямые методы изучения белков в составе пре-
паратов должны не только определять их количество, 
но и нести информацию для оценки качества профи-
лактических препаратов, как самих антигенов, так и 
микроносителей (адъювантов). дальнейшее накопле-
ние информации о свойствах субстанции субъеди-
ничных вакцин и их понимание можно применить к 
более сложным и перспективным прототипам, напри-
мер к внеклеточным везикулам, нестабильная при-
рода, сложная структура и состав которых создают 
трудности при их создании и изучении. необходимо 
отметить, что уже в настоящее время рациональный 
дизайн создания вакцинных препаратов начинает 
строиться на основе полного понимания характери-
стик иммуногенных биочастиц [13–15]. применение 
прямых аналитических методов при разработке 
вакцинных препаратов, таких как высокоэффектив-
ная хроматография, рассеяние лазерного света под 
разными углами, дифференциальная сканирующая 
калориметрия, флуоресценция, спектроскопия ком-
бинационного рассеяния, необходимо для поиска 
решений по сохранению биологических функций 
вакцин, их количественного анализа, для описания 
их поведения при нарушении условий хранения с 
целью предотвращения от дезактивации или дена-
турации. сочетание различных физико-химических 
методов и корреляция с анализами биологической 
и протективной активности in vitro или in vivo явля-
ется будущей тенденцией развития, гарантирующей 
высокие темпы разработок, безупречное качество, 
безопасность и эффективность многих классов вак-
цинных препаратов.
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