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Современное многообразие лекарственных 
средств, их высокая эффективность в лечении и 
профилактике многих инфекционных заболеваний 
обусловливает большое внимание исследователей к 
проблеме обеспечения стабильности медицинских 
иммунобиологических препаратов в процессе хране-
ния. Одним из способов решения этого вопроса явля-
ется лиофилизация готового препарата. 

В настоящее время РосНИПЧИ «Микроб» вы-
пускает препарат гетерологичного антирабического 
иммуноглобулина (АИГ) в жидкой форме. Известно, 
что жидкая форма иммуноглобулиновых препаратов, 
применяемых в лечебных целях, наиболее экономич-
на и удобна для использования потребителем. Однако 
жидкие формы лечебных иммуноглобулинов обла-
дают рядом существенных недостатков: меньшей 
стабильностью во время длительного хранения, воз-
можным снижением титров специфических антител, 
опасностью образования агрегатов, более жесткими 
требованиями к транспортировке [7]. Российская 
Федерация, в отличие от стран Европы, характери-
зуется значительной протяженностью транспортных 
путей до потребителя, и лиофилизация, помимо обе-
спечения стабильности молекулярных параметров и 
специфической активности, позволит создать наибо-

лее оптимальные условия для предотвращения агре-
гации и фрагментации белков в процессе хранения, 
мало зависящие от способов транспортировки. 

В последние годы в мировой практике наблюда-
ется тенденция в сторону увеличения выпуска лио-
фильно высушенных иммуноглобулиновых препара-
тов, применяемых для лечебных целей. Так, в США 
ведущим контрольным медицинским органом – 
Управлением по контролю за качеством пищевых 
продуктов, медикаментов и косметических средств 
(FDA) сертифицировано шесть лиофилизированных 
внутривенных препаратов против двух в жидкой фор-
ме. Трехкратное превышение зарегистрированных 
лиофилизированных форм над жидкими объясняет-
ся очень жесткими международными требованиями, 
предъявляемыми к стабильности иммуноглобулино-
вых препаратов.

Согласно Европейской Фармакопее (2004 г.), для 
лечебных лиофилизированных иммуноглобулинов, в 
отличие от жидких препаратов, допускается хране-
ние при более высокой температуре – до 25 °С. Кроме 
того, при хранении лиофилизированного препарата 
отсутствуют поверхности взаимодействия: воздух-
жидкость, твердое тело (стекло) – жидкость, харак-
терные для жидкого МИБП. Высокий негативный 
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заряд стекла может вызвать усиленную агрегацию 
иммуноглобулиновых препаратов, которую также 
можно предупредить лиофилизацией. В иммуногло-
булинах, приготовленных путем фракционирования 
иммунных сывороток спиртом, всегда содержится 
некоторое количество сывороточных протеаз типа 
фибринолизина и тканевых катепсинов, которые 
способны вызывать расщепление иммуноглобулина 
с образованием низкомолекулярных фрагментов [5, 
6, 7] Установлено, что жидкие иммуноглобулины со-
держат, как правило, некоторое количество продук-
тов распада, а лиофилизированные – значительно 
меньше [7]. Следовательно, лиофилизация считается 
пока лучшим способом достижения стабильности 
всех качественных показателей иммуноглобулинов, 
сохраняющих эффективность препаратов в процессе 
длительного времени [1, 2].

В соответствии со спецификацией на препарат 
жидкого антирабического иммуноглобулина, выпу-
скаемого РосНИПЧИ «Микроб», срок его хранения – 
1 год 6 месяцев. Разработка лиофилизированной 
формы препарата, безусловно, позволит увеличить 
этот срок, что является актуальным в связи с высокой 
востребованностью препарата на Российском фарма-
цевтическом рынке.

Целью настоящей работы явилось получение 
лиофилизированной формы антирабического имму-
ноглобулина и изучение ее качественных характе-
ристик на момент выпуска и в процессе хранения.  

Материалы и методы
 

В ходе выполнения работы были получены и иссле-
дованы свойства 11 экспериментальных серий лио-
филизированного препарата гетерологичного анти-
рабического иммуноглобулина: 002, 009, 012–014, 
019, 031–033, 037, 055. Исходные серии жидкого 
антирабического иммуноглобулина полностью соот-
ветствовали требованиям ФСП на препарат. 

Жидкий иммуноглобулин разливали по 1 мл 
в стеклянные ампулы, замораживали при темпе-
ратуре минус (45±2) °С на холодильной установке 
NZ-250/75 и лиофильно высушивали на установке 
LZ-9, «Фригера» (Чехия). 

Внешний вид таблетки в ампуле и раствори-
мость сухого препарата оценивали визуальным ме-
тодом. Определение потери в массе при высушива-
нии (остаточную влажность) проводили весовым 
методом согласно ФС 42-3874-99 «Физико-хими чес-
кие, химические, физические и иммунохимические 
методы контроля медицинских иммунобиологиче-
ских препаратов» [9], рН определяли потенциоме-
трически согласно ГФ ХII, вып. 1 [3]. Прозрачность 
в сухом препарате после растворения определяли 
спектрофотометрически согласно ФС 42-3874-99 [9]. 
Содержание белка определяли методом с биурето-
вым реактивом согласно ФС 42-3874-99 [9].

Уровень специфической активности жидкого 
и лиофилизированного препарата антирабического 

иммуноглобулина определяли двумя способами – in 
vivo биологическим методом в реакции нейтрализа-
ции вируса бешенства на белых мышах [10] и in vitro 
методом дот-иммуноанализа с применением имму-
носуспензионной тест-системы на основе наноча-
стиц коллоидного золота. Определение специфиче-
ской активности in vivo было проведено с введением 
в опыт одновременно иммуноглобулина исходной 
жидкой и лиофилизированной форм и отраслевого 
стандартного образца ОСО 42-28-200-04 специфи-
ческой активности антирабического иммуноглобу-
лина ГИСК им. Л.А.Тарасевича. Статистическую 
обработку проводили по методу Reed и Muench [10]. 
Вируснейтрализующую активность лиофилизиро-
ванного антирабического иммуноглобулина – канди-
дата в ОСО специфической активности определяли в 
сравнении с международным стандартом специфиче-
ской активности антирабического иммуноглобулина.

В качестве стабилизатора, предупреждающего 
процессы повреждения белка при лиофилизации, 
использовали гликокол (глицин) в концентрации 
(2,25±0,25) %. Данный протектант наиболее широ-
ко применяется в биотехнологической практике при 
лиофилизации лечебных иммуноглобулинов, пред-
полагающих внутримышечное введение [4].

Результаты и обсуждение

Для подбора оптимального режима лиофилиза-
ции было высушено 7 экспериментальных образцов 
3 серий антирабического иммуноглобулина при раз-
лич ных режимах – 24, 36 и 48 ч (табл. 1). Все лиофи-
лизаты представляли собой хорошо сформирован-
ную таблетку белого цвета мелкопористой структу-
ры, потеря в массе при высушивании или остаточная 
влажность составила в среднем 0,5 %, что соответ-
ствует требованиям Европейской Фармакопеи на 
лиофилизированный лечебный иммуноглобулин, 
согласно которой данный параметр не должен пре-
вышать 3,0 %. Практически все образцы высушен-
ного иммуноглобулина характеризовались хорошей 
растворимостью – в среднем 2 мин (по Европейской 
Фармакопее – не более 10 мин). Значение концентра-
ции водородных ионов для всех образцов сухого пре-
парата АИГ соответствовало требованиям ФСП на 
жидкий препарат – от 6,6 до 7,4.

Прозрачность растворенного после лиофилиза-
ции антирабического иммуноглобулина в основном 
не претерпела значительных изменений по срав-
нению с жидкой формой. Данный показатель соот-
ветствовал требованиям ФСП на жидкий антираби-
ческий иммуноглобулин – не более 0,05. Однако в 
иммуноглобулине, высушенном в течение 24 ч, пока-
затель прозрачности возрос по сравнению с жидкой 
формой и вышел за пределы нормы в образце экс-
периментальной серии 033 – соответственно 0,055 и 
0,015. Возможно, режим интенсивного высушивания 
способствует формированию нерастворимых агрега-
тов, о чем свидетельствуют показатели прозрачности 
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препарата после растворения, и данный режим менее 
благоприятен для белковой молекулы. Результаты 
определения белка в лиофилизатах показали, что со-
держание целевых антител в исследованных образ-
цах антирабического иммуноглобулина после лио-
филизации претерпело изменение в сторону сниже-
ния в среднем на 10 %, однако наименьший уровень 
потери белка наблюдали в препаратах, высушенных 
в течение 36 и 48 ч. 

Сравнивая показатели физико-химических и био-
логических параметров препарата, высушенного при 
различных режимах, можно сделать предваритель-
ный вывод о том, что высушивание иммуноглобулина 
в течение 24 ч наименее предпочтительно, поскольку 
показатели прозрачности и содержания белка в таких 
препаратах уступают аналогичным у препаратов, вы-
сушенных в течение 36 и 48 ч. Следовательно, лио-
филизация при пониженной скорости удаления воды 
является более щадящим способом, чем лиофилиза-
ция при быстром удалении воды, когда происходит 
повреждающее воздействие на структуру белковой 
молекулы за счет столкновений молекул водяного 
пара с молекулами белков. 

Основным биологическим свойством как жид-
кого, так и лиофилизированного препарата антира-
бического иммуноглобулина является специфиче-
ская активность. Данный показатель отражает на-
пряженность создаваемого пассивного иммунитета в 
организме пациента, получающего антирабическую 

помощь в виде комбинированного введения антира-
бического иммуноглобулина и антирабической вак-
цины. Согласно ФСП на препарат, этот показатель 
должен составлять не менее 150 МЕ при исследо-
вании в биологической реакции нейтрализации при 
участии в ней от 100 до 1000 LD50 вируса бешенства.

Как показали результаты реакции нейтрализации, 
лиофилизированный антирабический иммуноглобу-
лин экспериментальных серий 037 и 055 обладает 
уровнем специфической активности в 419 и 382 МЕ 
соответственно при титре вируснейтрализующих 
антител 1:11061 против 632 ЛД50 фиксированного 
вируса бешенства CVS и 1:11220 против 737,8 ЛД50. 
На этом же уровне и специфическая активность ис-
ходного препарата жидкой формы – 512 и 448 МЕ со-
ответственно для серий 037 и 055 (табл. 2). 

В рамках темы «Разработка национального 
стандартного образца специфической активности 
антирабического иммуноглобулина» была изготов-
лена экспериментальная лиофилизированная серия 
055, образцы которой являются кандидатами в ОСО 
специфической активности антирабического имму-
ноглобулина ГИСК им. Л.А.Тарасевича. В лабора-
тории бешенства и оспы ФГУН ГИСК им. Л.А.Та ра-
се вича (Москва) был проведен контроль специфиче-
ской активности экспериментального лиофилизата 
путем постановки реакции нейтрализации на белых 
мышах в сравнении с Международным стандартом 
(The International Standard for Rabies immunoglobulin) 

Таблица 1

Характеристика физико-химических и биологических свойств лиофилизированного антирабического иммуноглобулина,  
высушенного при различных режимах

Серия 
препарата 

АИГ
Описание

Режим  
лиофилизации,  

ч
Раство ри мость, 

мин

Потеря  
в массе при  

высушивании,  
%

Прозрачность 
жидкого имму-

ноглобулина

Прозрачность  
после  

растворения  
су хого препарата

Содержание  
белка в жидком 

препарате, %

Содержание  
белка в сухом 

препарате,  
%

031 Однородная  
мелкопористая 
масса белого 

цвета

24 2 0,8 0,022 0,028 9,9 8,9

« 48 1 0,25 0,022 0,032 9,9 8,9

032 « 24 2 1,03 0,018 0,034 9,9 8,9

« 36 2 0,125 0,018 0,021 9,9 8,99

« 48 2 0,125 0,018 0,016 9,9 9,2

033 « 24 1 1,03 0,015 0,055 9,9 8,4

« 48 2 0,035 0,015 0,022 9,9 8,8

Таблица 2

Специфическая активность лиофилизированного антирабического  иммуноглобулина

Серия АИГ Форма АИГ Норма  
по НД, МЕ/мл Референс-образец

Специфическая активность в РН

защитный титр МЕ/мл

37 (исх.) Жидкий не менее 150 ОСО 42-28-200-04 специфической 
активности ГИСК им. Л.А.Тарасевича

1:13536 512

037 Лиофилизат « « 1:11061 419

55 (исх.) Жидкий « « 1:5470 448

055 Лиофилизат « « 1:11220 382

055/1 Лиофилизат « The International Standard  
for Rabies immunoglobulin

1:3034 179

055/2 Лиофилизат « « 1:3366 199
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c активностью 59 МЕ в ампуле. Полученные резуль-
таты специфической активности соответствуют тре-
бованиям ВОЗ для антирабических иммуноглобули-
нов – не менее 150 МЕ/мл (табл. 2).

На рисунке представлены данные по определе-
нию уровня специфической активности у лиофили-
зированного АИГ серий 002, 009, 012, 013, 014, 019, 
032 in vitro в дот-иммуноанализе.

В зависимости от серии препарата, уровень ак-
тивности колебался от 1:5000 до 1:20000, для серии 
013 – 1:40000. Следует отметить, что образцы ука-
занных серий были исследованы после хранения в 
течение пяти (серия 002), трех (серии 009, 012–014, 
019) и двух лет (серия 032). 

Результаты определения активности образцов 
лио филизированного иммуноглобулина в тестах in 
vivo и in vitro свидетельствуют о том, что препарат, 
подвергшийся лиофилизации, в полной мере сохра-
нил способность к нейтрализации вируса бешенства 
как на момент получения, так и после длительного 
хранения. Применение гликокола в качестве протек-
танта вполне приемлемо для предотвращения по-
вреждающего действия при лиофилизации антира-
бического иммуноглобулина.

Таким образом, в результате проведенных экс-
периментов получена лиофилизированная форма 
препарата гетерологичного антирабического имму-
ноглобулина, физико-химические и биологические 
параметры которой соответствуют требованиям 
Европейской Фармакопеи на лиофилизированный ле-
чебный иммуноглобулин и ФСП на жидкий антираби-
ческий иммуноглобулин. В процессе хранения от 3 до 
5 лет сухой препарат стабилен в отношении показа-
телей растворимости, прозрачности, активности. Это 
указывает на наличие принципиальной возможности 
получения препарата в сухой лекарственной форме. 
Лиофилизированная форма препарата позволит не 
только увеличить срок годности препарата, но также 

избежать проблем, связанных с жесткими требова-
ниями к транспортированию жидких препаратов, что 
весьма актуально для Российской Федерации с ее про-
тяженными транспортными путями.
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Активность лиофилизированного препарата  
антирабического иммуноглобулина, определяемая in vitro  

в дот-иммуноанализе:
По оси абсцисс: разведения АИГ и нормальной лошадиной сыворотки 

(НЛС), начиная с 1:160; по оси ординат: 1–7 ряды – образцы сухих 
серий 002, 009, 012, 013, 014, 019, 032, 8 ряд – НЛС (отрицательный 

контроль) 


