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Цель работы – получить хроматографически очищенный противооспенный иммуноглобулин из сыворотки 
крови лошадей и оценить его свойства. Материалы и методы. В работе использована сыворотка крови лошадей, 
содержащая антитела к вирусу вакцины, штамм Л-ИВП. Хроматографическую очистку сыворотки проводили 
на препаративном хроматографе Akta Avant (GE HealthCare, Швеция), контроль молекулярных параметров на 
стадиях получения иммуноглобулина осуществляли на системе высокоэффективной жидкостной хроматографии  
LC-20ad (Shimadzu, Япония). Биологические свойства иммуноглобулина оценивали на кроликах, белых мы-
шах, морских свинках. Уровень специфических вируснейтрализующих антител определяли в реакции нейтра-
лизации на хорионаллантоисной оболочке (ХАО) 12-суточных куриных эмбрионов. Результаты и обсуждение. 
Разработана технология получения хроматографически очищенного противооспенного иммуноглобулина из сы-
воротки крови лошади. На начальном этапе иммунную сыворотку крови лошадей очищали фильтрованием через 
стекловолоконные фильтры кассетного типа от фибринового осадка, остаточного количества липидов и липопро-
теинов, а затем осаждали иммуноглобулиновую фракцию насыщенным раствором сульфата аммония. На следую-
щем этапе с помощью ионообменной хроматографической очистки из рабочего раствора удаляли соли аммония, 
низкомолекулярные фракции, остаточные количества альбуминов и эуглобулины. На заключительном этапе, ис-
пользуя гель-фильтрацию, избавлялись от димеров, полимеров и агрегатов иммуноглобулинов. Приготовленные 
по разработанной технологии опытные серии иммуноглобулина характеризовались высокой степенью очистки. 
Содержание мономеров в готовом препарате составляло не менее 99 %, а специфическая активность по уровню 
специфических вируснейтрализующих антител – не менее 1:16000.
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Abstract. The aim of the work was to obtain chromatographically purified anti-smallpox immunoglobulin from 
equine blood serum and evaluate its properties. Materials and methods. The horse blood serum containing antibodies to 
the vaccine virus, L-IVP strain, was used. Сhromatographic purification of serum was carried out on Akta Avant prepara-
tive chromatograph (GE HealthCare, Sweden), molecular parameter control at the stages of immunoglobulin production 
was conducted on the LC-20ad HPLC system (Shimadzu, Japan). The biological properties of immunoglobulin were 
evaluated in rabbits, white mice, and guinea pigs. The level of specific virus neutralizing antibodies was determined in 
the neutralization reaction on the chorionallantoic membrane (CAМ) of 12-day chicken embryos. Results and discus-
sion. The technology for obtaining chromatographically purified anti-smallpox immunoglobulin from equine blood se-
rum has been developed. At the initial stage, the immune blood serum of horses was purified by filtration through glass 
fiber cassette-type filters from fibrin sediment, residual quantity of lipids and lipoproteins, and then the immunoglobulin 
fraction was precipitated with a saturated solution of ammonium sulfate. At the next stage, ammonium salts, low molecu-
lar weight fractions, residual quantity of albumins and euglobulins were removed using ion exchange chromatographic 
purification. At the final stage, dimers, polymers, and aggregates of immunoglobulins were eliminated using gel filtra-
tion. The experimental series of immunoglobulin prepared using the developed technology is characterized by a high 
degree of purification. The monomer content in the finished product is at least 99 %, and the specific activity by titer of 
specific neutralizing antibodies – at least 1:16000.

Key words: anti-smallpox immunoglobulin, immunoglobulin G, mpox virus, vaccine virus, orthopoxviruses, chro-
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Отмена обязательного оспопрививания привела 
к падению коллективного иммунитета, и человече-
ство стало уязвимым к таким давно известным ин-
фекциям, как оспа обезьян (mpox), коров, буйволов 
и верблюдов. Наблюдается устойчивая тенденция к 
увеличению количества заболеваний людей указан-
ными ортопоксвирусными инфекциями, что ярко 
подтверждает последняя вспышка оспы обезьян, на-
чавшаяся в 2022 г. и продолжающаяся до настоящего 
времени. Общее количество заболевших в 110 стра-
нах мира на февраль 2025 г. составило более 127 тыс. 
человек [1, 2].

Кроме того, выявляются новые ортопоксвирусы, 
патогенность которых для человека неизвестна. Так, 
в 2015 г. в Фербенксе (штат Аляска, США) впервые 
зарегистрировано кожное заболевание у женщины, 
от которой выделили ортопоксвирус, получивший 
название вирус Аляска [3, 4].

Следует отметить низкую готовность мировой 
системы здравоохранения к возникновению чрез-
вычайной ситуации при появлении вируса, сходного 
по свойствам с вирусом натуральной оспы. Поэтому 
актуальной задачей обеспечения биологической 
безопасности населения Российской Федерации в 
отношении патогенных для человека ортопоксвиру-
сов является создание новых и совершенствование 
разработанных ранее лекарственных препаратов, ко-
торые могут быть использованы для профилактики 
и лечения ортопоксвирусных инфекций в современ-
ных условиях.

Одним из важных элементов, обеспечивающих 
эффективное лечение тяжелых форм ортопоксви-
русных инфекций, являются сывороточные препа-
раты, включая гетерологичные иммуноглобулины, 
актуальность которых предопределена отсутствием 
достаточного количества доноров, имеющих в сы-
воротке крови специфические противооспенные 
антитела. Иммуноглобулины, полученные из иммун-
ной сыворотки крови лошадей, высокоэффективны 
благодаря высокому содержанию вируснейтрали-
зующих антител, объем их выпуска не ограничен 
количеством донорской крови и производство не со-
пряжено с риском контаминации гемоконтактными 
инфекциями [5].

Гетерологичные иммуноглобулины, получае-
мые традиционным способом спиртового осажде-

ния на холоду [6], хотя и освобождены от наиболее 
аллергенных фракций сывороточных белков – аль-
буминов, альфа- и бета-глобулинов, состоят в основ-
ном из нативных молекул иммуноглобулинов с при-
месью агрегированных форм, с наличием которых 
связывают реактогенность препаратов [7–9]. Кроме 
того, они содержат посторонние белки сыворотки 
крови (до 18 %) и остаточное количество этилового 
спирта. Указанные выше особенности могут стать 
причиной развития анафилактических реакций, что 
существенно снижает сферу применения гетероло-
гичных иммуноглобулинов в медицинской практи-
ке [10, 11].

Современные способы выделения и очистки по-
зволяют решить проблему уменьшения количества 
примесных компонентов, вплоть до полного осво-
бождения от них. При этом для сохранения противо-
вирусного эффекта необходимо щадящее выделение 
специфических антител и очистка их от балластных 
белков и агрегатов [12, 13].

Одним из широко используемых в практике 
методов выделения сывороточных глобулинов явля-
ется осаждение сульфатом аммония [14]. Ранее дан-
ный метод был неприемлем ввиду невозможности 
существовавшими методами полностью избавиться 
от собственно осадителя – сульфата аммония – без 
значительных потерь целевых белков. Однако при 
использовании дополнительных стадий очистки 
данный метод осаждения является наиболее техно-
логичным и дешевым, так как не требует высоко-
квалифицированного персонала, специального обо-
рудования и строгого соблюдения технологических 
параметров фракционирования (температурный ре-
жим, процент содержания спирта, поддержание рН 
и др.). Кроме того, значительно сокращается время 
стадии осаждения (от нескольких дней до 2–3 ча-
сов) и исключаются пожаро- и взрывоопасные опе-
рации.

Наиболее широко внедряемым в практику спосо-
бом производства иммунобиологических лекарствен-
ных препаратов является жидкостная хроматография. 
В последние годы получило развитие масштабирова-
ние хроматографического процесса для производства 
препаратов иммуноглобулинов. Очистку иммуногло-
булинов проводят либо одним хроматографическим 
методом, либо их комбинацией.
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Основными современными методами очистки 
иммуноглобулинов за рубежом являются аффинная 
хроматография на сорбентах, содержащих в качестве 
лиганда Protein G и Protein A, ионообменная и гель-
фильтрационная хроматографии. Зачастую в преде-
лах лаборатории высокоочищенные белки получают 
сочетанием этих методов хроматографии, однако для 
дальнейшего масштабирования процесса аффинные 
сорбенты в экономическом и технологическом плане 
невыгодны вследствие их небольшой динамической 
емкости по белку и высокой стоимости [15].

Метод ионообменной хроматографии основан 
на способности сорбентов-ионообменников адсор-
бировать белки сыворотки крови с определенным за-
рядом молекулы в зависимости от рН среды. Таким 
методом можно эффективно удалить низкомоле-
кулярные белки крови. Для промышленных целей 
чаще используют сорбенты на основе четвертичного 
аммония, которые обеспечивают сорбцию нецеле-
вых белков сыворотки крови на ионообменнике, в то 
время как иммуноглобулины остаются в растворе 
(«проскоке») и собираются как продукт [16].

Использование гель-фильтрации на следующем 
этапе очистки иммуноглобулина позволяет удалить из 
раствора агрегаты и высокомолекулярные фрагменты 
иммуноглобулина, неизбежно образующиеся на пре
дыдущих стадиях получения препарата, а также пере-
вести продукт в конечный буферный раствор [17].

Целью данной работы явилось получение хро-
матографически очищенного противооспенного им-
муноглобулина из сыворотки крови лошадей и изу-
чение его свойств.

На основании результатов анализа современ-
ных способов получения и очистки антител специа
листами ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России 
предложено использовать для приготовления проти-
вооспенного иммуноглобулина из сыворотки крови 
лошадей комбинированную безаффинную техноло-
гию, которая включает в себя: делипидацию сыво-
ротки крови фильтрацией через стекловолоконную 
мембрану, осаждение иммуноглобулиновой фракции 
крови сульфатом аммония, ионообменную хромато-
графию на сорбенте Q Sepharose FF (основная ста-
дия очистки), позволяющую выделить фракцию IgG, 
и получение мономерной фракции иммуноглобулина 
на сорбенте Superdex 200 pg (дополнительная стадия 
очистки) [18].

Материалы и методы

Сыворотка крови лошади. В работе использо-
вали иммунную сыворотку крови лошадей, много-
кратно иммунизированных вирусом вакцины, штамм 
Л-ИВП (инв. № СКВ-129), полученным из коллек-
ции музея вакцинных штаммов вирусов и риккетсий 
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России. Уровень 
противооспенных вируснейтрализующих антител 
(ВНА) в различных сериях сыворотки составлял от 
1:4000 до 1:8000.

Животные. В экспериментах использовали 
кроликов породы советская шиншилла массой 2,5–
3,0 кг, морских свинок массой 200–250 г и белых 
беспородных мышей массой 18–20 г, полученных из 
питомника ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России.

Животные имели неограниченный доступ к 
воде, кормление осуществлялось в соответствии с 
существующими нормами. Акклиматизация к усло-
виям эксперимента проводилась в течение 7 суток. 
Температура в помещениях, где содержались жи-
вотные, составляла 22–24 °С, относительная влаж-
ность – 40–55 %.

Все эксперименты на животных одобре-
ны Биоэтическим комитетом ФГБУ «48 ЦНИИ» 
Минобороны России (протокол от 23.05.2017 № 4) 
и проводились в соответствии с национальными и 
международными руководящими принципами по 
уходу и гуманному использованию животных.

Выделение иммуноглобулина из иммунной сы-
воротки крови лошади

Выделение осаждением сульфатом аммония 
и хроматографическая очистка. Делипидацию сы
воротки крови проводили фильтрацией через стекло
волоконные фильтры кассетного типа Sartoguard 
(Sartorius, Германия) c диаметром пор 0,65 мкм, при 
скорости потока не более 100 мл/мин.

В отфильтрованную лошадиную сыворот-
ку добавляли 10% (по объему) 20 мМ раствор 
(гидроксилметил)-аминометана (ТРИС) при рН=8,0. 
К полученному раствору при постоянном перемеши-
вании на магнитной мешалке по каплям добавляли 
4,32 М раствор сульфата аммония из расчета 50% на-
сыщения раствора (1:1 по объему). Осаждение им-
муноглобулина проводили центрифугированием при 
скорости вращения ротора 7400 g в течение 20 мин. 
Полученный осадок растворяли в 20 мМ растворе 
ТРИС в объеме, равном начальному количеству взя-
той сыворотки, после чего раствор иммуноглобули-
на обессоливали от остаточных количеств сульфата 
аммония с помощью сорбента Sephadex G-25.

Затем проводили ионообменную хроматографию 
раствора иммуноглобулина на колонке BPG 140/500 
(GE HealthCare, Швеция) с сорбентом Q Sepharose FF 
(GE HealthCare, Швеция) при температуре 20 °С и 
линейной скорости подачи образца 150 см/ч с после-
дующей градиентной элюцией фракции IgG от 0 до 
100 % раствором 20 мМ ТРИС с 1 М раствором NaCl 
(рН=8,0) при той же скорости потока. 

Полученный после ионообменной хроматогра-
фии полупродукт очищали гель-фильтрационной 
хроматографией на колонке с сорбентом Superdex 
200 pg (GE HealthCare, Швеция), уравновешенной 
фосфатно-глициновым буферным раствором (0,02 М 
фосфат натрия с 2 % глицина, рН=7,2) при линейной 
скорости потока 13 см/ч в изократическом режиме 
элюирования при той же скорости.

Концентрировали раствор иммуноглобулина 
на лабораторной установке «АСФ-009» (АО «Вла
дисарт», Россия) методом тангенциальной фильтра-
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ции с использованием кассеты с пределом эксклю-
зии 50 кДа при скорости потока 500 мл/мин, вход-
ном давлении не более 3 бар и выходном давлении 
не более 2 бар до значения показателя содержания 
белка до 30 мг/мл.

Метод спиртового осаждения на холоду по 
Кону. Метод использован для приготовления пре-
парата сравнения при оценке молекулярных пара-
метров готового очищенного противооспенного 
иммуноглобулина. Выделение иммуноглобулина из 
сыворотки крови проводили в реакторе РД-60 (ори-
гинальная конструкция, ООО «Арт-Лайт», Россия) 
фракционированием сывороточных белков с помо-
щью этанола при температуре ниже нуля, которое 
включало в себя три последовательных осаждения. 
Первое осаждение проводили путем медленного 
добавления в разведенную очищенной водой (1:1) 
сыворотку крови лошади 53% раствора этилового 
спирта до его конечной концентрации в растворе, 
равной 26 %, при температуре от минус 5 до минус 
7 °С и непрерывной работе мешалки при скорости 
вращения от 100 до 105 об/мин. В течение 1–2 ч 
из реакционной смеси глобулины выпадали в виде 
осадка, который центрифугировали при 5000 g в те-
чение 30 мин при охлаждающем режиме от минус 5 
до минус 7 °С.

Осадок разводили охлажденной до 0 °С очищен-
ной водой до исходного объема иммунной сыворот-
ки. Второе осаждение проводили при соблюдении 
следующих условий: концентрация этилового спир-
та – 13 %; температура – от минус 3 до минус 5 °С; 
величина рH – от 5,0 до 5,1; ионная сила – 0,02.

Смесь выдерживали от 1 до 2 ч, после чего от-
деляли осадок центрифугированием при 5000 g в те-
чение 30 мин при охлаждающем режиме от минус 5 
до минус 7 °С. 

Надосадочную жидкость фильтровали и исполь-
зовали для третьего осаждения, которое проводили 
при концентрации этилового спирта – 26 %; темпе-
ратуре – от минус 5 до минус 7 °С; величине рH – от 
7,0 до 7,2; ионной силе – 0,05.

Смесь отстаивали от 12 до 18 ч и отделяли оса-
док иммуноглобулина центрифугированием при 
5000 g в течение 30 мин при охлаждающем режиме 
от минус 5 до минус 7 °С. 

Полученный осадок использовали для приго-
товления раствора иммуноглобулина.

Определение молекулярных параметров. Мо
лекулярные параметры раствора иммуноглобулина 
определяли в соответствии с ОФС.1.2.1.2.0005.15 
с помощью хроматографа на системе высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
LC-20ad (Shimadzu, Япония). Автоматическую об-
работку полученных значений хроматографических 
характеристик проводили с помощью программного 
обеспечения LabSolution. В качестве контрольно-
го образца использовали коммерческий нормаль-
ный иммуноглобулин из сыворотки крови лошадей 
(Rockland Antibodies&Assays, США).

Определение общего белка. Количественное 
определение общего белка на стадиях приготовле-
ния иммуноглобулина проводили в соответствии с 
ОФС.1.2.3.0012.15 колориметрическим методом по 
Бредфорду на спектрофотометре GeneQuant 1300 
(GE HealthCare, Швеция).

Определение физико-химических и биологиче-
ских показателей. Физико-химические показатели 
иммуноглобулина определяли в соответствии с тре-
бованиями ОФС.1.2.1.0004.15, ОФС.1.2.1.0006.15, 
ОФС.1.8.1.0007.15, биологические – в соответ-
ствии с ОФС.1.2.4.0003.15, ОФС.1.2.4.0004.15, 
ОФС.1.2.4.0005.15.

Определение уровня противооспенных вирус
нейтрализующих антител. Уровень противооспен
ных вируснейтрализующих антител (титр) определя
ли в реакции нейтрализации на хорионаллантоисной 
оболочке (ХАО) 12-суточных куриных эмбрио-
нов (КЭ). 

В качестве антигена (АГ) использовали культуру 
вируса вакцины, штамм Л-ИВП (инв. № СКВ-129),  
полученного из коллекции музея вакцинных штам-
мов вирусов и риккетсий ФГБУ «48 ЦНИИ» Мин
обороны России. Рабочее разведение АГ готовили на 
цитратно-белковом растворе (ЦБР) из расчета, что-
бы после его внесения на ХАО КЭ образовывалось 
от 30 до 50 оспин.

Положительным контролем служила сыворотка 
крови лошади с заведомо известным титром ВНА, 
отрицательным – сыворотка с отсутствием специфи-
ческих антител.

На ЦБР готовили пятикратные разведения ис-
следуемых проб иммуноглобулина: 1:5, 1:25, 1:125 
и т.д. Затем в каждую пробирку с 0,8 мл пятикратно-
го разведения исследуемой пробы иммуноглобулина 
добавляли равный объем (0,8 мл) рабочего разведе-
ния АГ. По 0,8 мл рабочего разведения АГ добавляли 
также и в контрольные сыворотки. 

Смеси исследуемых проб иммуноглобулина, 
положительной и отрицательной сывороток с анти-
геном после инкубации от 35,5 до 36,5 °С в течение 
60–90 мин с помощью шприца вносили через отвер-
стие в скорлупе по 0,2 мл на предварительно отсло-
енные ХАО 12-суточных КЭ. На каждое разведение 
использовали по 4-6 КЭ. Отверстие на поверхности 
яйца заклеивали расплавленным парафином. После 
инфицирования ХАО КЭ инкубировали при темпе-
ратуре от 35,5 до 36,5 °С и относительной влажности 
от 50 до 60 %.

Через 48 ч КЭ вскрывали, подсчитывали ко-
личество оспин на каждой ХАО и определяли их 
среднее арифметическое значение для контрольного 
разведения АГ, отрицательного и положительного 
контролей, пятикратных разведений иммуноглобу-
лина (сывороток). Результаты реакции учитывали 
при наличии в контрольном разведении АГ от 30 до 
50 оспин, совпадении полученного значения титра 
антител в положительной контрольной сыворотке 
с ранее определенным значением и отсутствии по-
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давления образования оспин сывороткой, не содер-
жащей противооспенные антитела (отрицательный 
контроль). За титр сыворотки принимали ее конеч-
ное разведение, подавляющее рост 50 % оспин по 
сравнению с контролем рабочего разведения АГ. 

Результаты и обсуждение

В качестве исходного материала использовали 
сыворотку крови лошадей, подкожно иммунизиро-
ванных вирусом вакцины, штамм Л-ИВП. В резуль-
тате анализа иммунной сыворотки крови лошади ме-
тодом ВЭЖХ-анализа установлено, что содержание 
в ней иммуноглобулинов составляет 18–20 %, сыво-
роточного альбумина – 65–70 %, прочих белковых 
компонентов – 15–20 %.

Для удаления осадка белка (остаточный фи-
брин), образующегося при хранении сыворотки 
крови лошадей, а также липидов и липопротеинов, 
ее фильтровали через стекловолоконные фильтры 
Sartoguard. 

Затем глобулины из сыворотки осадили сульфа-
том аммония, остатки которого удалили с помощью 
сорбента Sephadex G-25, с заменой буфера на 20 мМ 
раствор ТРИС. 

На следующем этапе провели ионообменную 
хроматографию раствора иммуноглобулина, в ходе 
которой фракцию целевого продукта собирали с на-
чала выхода первого хроматографического пика и до 
его схода (рис. 1).

Анализ фракции целевого белка – противо-
оспенного иммуноглобулина проводили методом 
ВЭЖХ, по результатам которого основную долю 
белков полуфабриката после ионообменной хрома-
тографической очистки (около 94 %) составил им-
муноглобулин G. Время выхода его пика совпадало 
со временем выхода стандартного коммерческого 
образца иммуноглобулина G. Наряду с основной 

фракцией в препарате присутствовали фракции 
нежелательных высокомолекулярных примесей –  
до 16 % агрегатов.

Для удаления высокомолекулярных примесей 
полупродукт, полученный после ионообменной хро-
матографии, очищали гель-фильтрационной хрома-
тографией на колонке с сорбентом Superdex 200 pg. 
Процесс очистки на стадии гель-фильтрации пред-
ставлен на рис. 2.

Для получения необходимой концентрации им-
муноглобулина до расчетного значения 30 мг/мл рас-
твор сконцентрировали на установке для тангенци-
альной фильтрации. 

Результаты ВЭЖХ-анализа свидетельствовали 
о высокой степени очистки противооспенного им-
муноглобулина после двух этапов хроматографии. 
Содержание мономерной фракции иммуноглобули-
нов G в противооспенном иммуноглобулине состав-
ляет в среднем 99,6 %, а количество димеров, по-
лимеров и агрегатов не превышает в среднем 0,4 %. 
При этом время удержания основных фракций имму-
ноглобулинов G противооспенного хроматографиче-
ски очищенного иммуноглобулина и коммерческого 
препарата совпадает.

После гель-фильтрации очищенный раствор 
иммуноглобулина стерилизовали методом филь-
трации под давлением путем последовательного 
пропускания через патронные фильтры с размером 
пор 1,2 мкм и кассетные фильтры с размером пор  
0,22 мкм. 

Свойства полученного образца иммуноглобули-
на оценивали по следующим показателям: прозрач-
ность, цветность, белок, молекулярные параметры, 
индекс анафилаксии по Вейглу, пирогенность, ано-
мальная токсичность и специфическая активность. 
Полученные результаты анализа трех серий проти-
вооспенного хроматографически очищенного имму-
ноглобулина представлены в табл. 1.

Рис. 1. Хроматограмма ионообменной очистки на сорбенте Q Sepharose FF полуфабриката лошадиного противооспенного иммуно-
глобулина после осаждения сульфатом аммония

Fig. 1. Chromatogram of ion-exchange purification on Q Sepharose FF sorbent of semi-finished product of equine anti-smallpox immuno-
globulin post-precipitation with ammonium sulfate
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Таблица 1 / Table 1

Характеристика хроматографически очищенного противооспенного иммуноглобулина (n=3)
Characteristics of chromatographically purified anti-smallpox immunoglobulin (n=3)

Показатель
Indicator

Значение показателя, Хср 
(минимальное-максимальное значение)

Indicator value, Хm 
(minimum-maximum value)

Требования нормативной 
документации

Regulatory documentation 
requirements

Уровень противооспенных ВНА к вирусу вакцины, штамм Л-ИВП, титр
Level of anti-smallpox VNA to vaccine virus, L-IVP strain, titer

1:16000
Не менее 1:4000

Not less than 1:4000

Прозрачность (оптическая плотность при длине волны 450 нм)
Clarity (absorbance at wave length of 450 nm)

0,03 (0,03–0,03)
Не более 0,05

Not more than 0.05

Цветность (оптическая плотность при длине волны 540 нм)
Chromaticity (absorbance at wave length of 540 nm)

0,01 (0,01–0,01)
Не более 0,15

Not more than 0.15

рН 6,95 (6,94–6,96)
От 6,8 до 7,2

From 6.8 to 7.2

Белок, %
Protein, %

3,1 (3,0–3,2)
От 2,7 до 3,3

From 2.7 to 3.3

Молекулярные параметры: 
Molecular parameters:

– содержание мономеров, %
– monomer content, %

99,6 (99,42–99,9)
Не менее 95

Not less than 95

– содержание агрегатов, %
– aggregates content, %

0,36 (0,1–0,58)
Не более 5

Not more than 5

Индекс анафилаксии по Вейглу
Weigl anaphylaxis index

1,5 (1,0–2,0)
Не более 3,0

Not more than 3.0

Стерильность
Sterility

Стерилен
Sterile

Должен быть стерилен
Must be sterile

Пирогенность
Pyrogenicity

Непирогенен
Non-pyrogenic

Должен быть апирогенным
Must be pyrogen-free

Аномальная токсичность
Abnormal toxicity

Нетоксичен
Non-toxic

Должен быть нетоксичным
Must be non-toxic

Примечание :  ВНА – вируснейтрализующие антитела.

No te :  VNA – virus neutralizing antibodies. 

Рис. 2. Хроматограмма препаративной гель-фильтрационной очистки на сорбенте Superdex 200 pg полуфабриката лошадиного проти-
вооспенного IgG после стадии ионообменной хроматографии

Fig. 2. Chromatogram of preparative gel filtration purification on sorbent Superdex 200 pg of semi-finished equine anti-smallpox IgG after ion 
exchange chromatography
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Основные показатели, которые влияют на ана-
филактогенность иммуноглобулинов, представлены 
в табл. 2.

Результаты сравнительной оценки характери-
стики хроматографически очищенного противо
оспенного иммуноглобулина и противооспенного, 
полученного спиртовым осаждением по Кону, сви-
детельствовали, что хроматографическая очистка 
позволила существенно улучшить значения ряда по-
казателей, характеризующих анафилактогенность. 
В первую очередь, снизилось содержание агрегатов 
в среднем с 12,0 до 0,4 % и, соответственно, увели-
чилась доля мономеров до 99,6 %. Высокий уровень 
ВНА в полуфабрикате позволил снизить содержание 
общего белка в среднем с 10,0 до 3,1 % в готовой 
форме препарата. За счет этого индекс анафилаксии 
по Вейглу уменьшился в среднем с 2,5 до 1,5. Также 
удалось полностью избавиться от остаточного спир-
та, содержание которого составляло до 4,0 %. 

Таким образом, предложена технология приго-
товления очищенного противооспенного иммуно-
глобулина из иммунной сыворотки крови лошадей, 
которая включает в себя осаждение глобулинов G из 
сыворотки раствором сульфата аммония и двухста-
дийную хроматографическую очистку.

Анализ молекулярных параметров показал, что 
на стадии ионообменной хроматографической очист-
ки основную долю белков полуфабриката составляет 
иммуноглобулин G (около 94 %), а доля нежелатель-
ных димеров, полимеров и агрегатов составляет око-
ло 6 %.

Гель-фильтрационная хроматография на колон-
ке с сорбентом Superdex 200 pg на второй стадии 
очистки обеспечила получение высокоочищенной 
мономерной фракции IgG без следов примесных 
фракций и агрегатов, со степенью очистки не менее 
99 % по результатам ВЭЖХ-анализа.

Самым существенным недостатком иммуно-
глобулинов из сыворотки крови лошадей, ограни-

чивающим сферу их применения, является высокий 
уровень анафилактогенности. Хроматографически 
очищенный противооспенный иммуноглобулин со-
держит меньшее количество примесей и характери-
зуется более слабой анафилактогенностью в срав-
нении с препаратом, приготовленным спиртовым 
осаждением на холоду по Кону.

Наработка экспериментальных серий хромато-
графически очищенного противооспенного иммуно-
глобулина проводилась на лабораторной базе, кото-
рая позволяет максимально перерабатывать не более 
10 литров сыворотки крови лошади и получать до 
950 мл готового препарата.

Предложенный способ получения иммуногло-
булина позволяет легко масштабировать технологи-
ческий процесс на этапах: 

– получения гипериммунной плазмы крови за 
счет увеличения поголовья лошадей-продуцентов;

– выделения за счет увеличения объема емкости, 
позволяющей осуществлять равномерное перемеши-
вание и дозирование раствора сульфата аммония;

– очистки за счет применения промышленных 
хроматографических систем, позволяющих исполь-
зовать большие (до 100 литров) объемы сорбентов.

В результате проведенного исследования полу-
чен хроматографически очищенный противооспен-
ный иммуноглобулин из сыворотки крови лошадей, 
который характеризуется содержанием мономерной 
фракции иммуноглобулина не менее 99 %, содер-
жанием белка от 2,8 до 3,2 %, титром ВНА не ме-
нее 1:16000, апирогененностью, нетоксичностью и 
стерильностью. Применение хроматографической 
очистки существенно снизило содержание примесей 
в противооспенном иммуноглобулине из сыворот-
ки крови лошадей. Очищенный противооспенный 
иммуноглобулин в сравнении с иммуноглобулином, 
полученным спиртовым осаждением по Кону, ха-
рактеризуется значительно меньшим содержанием 
агрегатов, отсутствием остаточного количества эти-

Таблица 2 / Table 2

Сравнительная характеристика хроматографически очищенного противооспенного иммуноглобулина  
и противооспенного иммуноглобулина, полученного методом спиртового осаждения по Кону (n=3)

Characterization of chromatographically purified anti-smallpox immunoglobulin and  
anti-smallpox immunoglobulin produced by Cohn alcohol precipitation method (n=3)

Показатель
Indicator

Значение показателя для противооспенного иммуноглобулина, Хср  
(минимальное-максимальное значение)

Indicator value for anti-smallpox immunoglobulin, Хm (minimum-maximum value)

хроматографически очищенного
chromatographically purified

полученного методом спиртового осаждения
obtained by the method of alcohol precipitation

Белок, % / Protein, % 3,1 (3,0–3,2) 10,0 (9,8–10,2)

Молекулярные параметры:
Molecular parameters:

– содержание мономеров, %
– monomer content, %

99,6 (99,42–99,9) 88 (86,0–90,0)

– содержание агрегатов, %
– content of aggregates, %

0,36 (0,1–0,58) 12 (10,0–14,0)

Индекс анафилаксии по Вейглу
Weigl anaphylaxis index

1,5 (1,0–2,0) 2,5 (2,0–3,0)
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лового спирта, что, соответственно, позволит умень-
шить риск развития анафилактических реакций при 
введении препарата людям.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

Финансирование. Авторы заявляют об отсут-
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дении данного исследования.

Биоэтика. Все эксперименты на животных одоб
рены Биоэтическим комитетом ФГБУ «48 ЦНИИ» 
Минобороны России (протокол от 23.05.2017 № 4) 
и проводились в соответствии с национальными и 
международными руководящими принципами по 
уходу и гуманному использованию животных.
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