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Аннотация. Работа посвящена исследованию возможности получения иммуноглобулинов А и М для 

создания комплексного иммуноглобулинового препарата, который используется для профилактики и 

лечения острых кишечных заболеваний. Эффективность данного препарата продемонстрирована в 

ходе многочисленных клинических испытаний и доказана временем, однако препарат, отвечающий 

всем современным требованиям по чистоте и вирусной безопасности, не выпускается у нас в стране.  

Ранее нами разработана технология получения свободного от вирусов иммуноглобулина G, включаю-

щая очистку инактивированной плазмы крови на трех сорбентах: гидрофобном, DEAE и сульфокатио-

ните [1]. Исследования показали, что на DEAE сорбенте концентрируются иммуноглобулины А и М. 

После внедрения технологии получения иммуноглобулина G вопрос извлечения фракции иммуногло-

булинов А и М стал особенно актуальным, так как может позволить осуществлять их выделение в од-

ной технологии с получением иммуноглобулина G, что снижает экономические издержки и позволяет 

комплексно решать задачи переработки плазмы крови.  

В работе исследованы условия элюирования фракции иммуноглобулинов А и М для последующей 

очистки на различных сорбентах. Показано, что элюирование с DEAE колонны 0,075 М раствором хло-

рида натрия в 20мМ натрий ацетатном буферном растворе при рН 5,65, позволяет удалить более 60% 

полимеров в сырье. Последующую очистку осуществляли на шести различных сорбентах, отличаю-

щихся носителем (агароза и полиметакрилат) и функциональными группами (сульфокатионит, слабый 

и сильный анионит) в четырех буферных системах с рН 5.0; 5.65; 6.8 и 7.4. Показано, что на анионооб-

менном сорбенте на основе метакрилата Relisorb DA 400 при рН 7.4 достигается высокий выход по 

иммуноглобулинам (70% для IgA и 80% для IgM) при низком содержании полимеров, что позволяет 

получить комплексный иммуноглобулиновый препарат, отвечающий современным требованиям.  

Ключевые слова: переработка плазмы крови, иммуноглобулины А, М, G, комплексный иммуногло-

булиновый препарат, ионообменная хроматография, гель-хроматография. 
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Abstract. The possibility for obtaining immunoglobulins A and M for create a complex immunoglobulin drug, 

which is used for the prevention and treatment of acute intestinal diseases have been investigated. The effec-

tiveness of this drug has been demonstrated in the course of numerous clinical trials and proven over time, but 

a drug that meets all modern requirements for purity and viral safety is not produced in our country. Previously, 

we developed a technology for obtaining virus-free immunoglobulin G, including the purification of inacti-

vated blood plasma on three sorbents: hydrophobic, DEAE and sulfocationite. Studies have shown that immu-

noglobulins A and M are concentrated on the DEAE sorbent. After the introduction of the technology for 

obtaining immunoglobulin G, the issue of extracting the fraction of immunoglobulins A and M became espe-

cially relevant, since it can allow their isolation in one technology with the production of immunoglobulin G, 

which reduces economic costs and allows for a comprehensive solution to the problems of processing blood 

plasma. The work studies the conditions for elution of the fraction of immunoglobulins A and M for subsequent 

purification on various sorbents. It was shown that elution from a DEAE column with 0.075 M sodium chloride 

solution at pH 5.65 allows removing more than 60% of polymers in the raw material. Subsequent purification 

was carried out on six different sorbents that differed in the carrier (agarose and polymethacrylate) and func-

tional groups (sulfonic cation exchanger, weak and strong anion exchanger) in four buffer systems with pH 

5.0; 5.65; 6.8; and 7.4. It was shown that on the anion-exchange sorbent based on methacrylate Relisorb DA 

400 at pH 7.4, a high yield of immunoglobulins is achieved (70% for IgA and 80% for IgM) with a low polymer 

content, which allows obtaining a complex immunoglobulin preparation that meets modern requirements. 

Keywords: blood plasma processing, immunoglobulins A, M, G, complex immunoglobulin drug, ion ex-

change chromatography, gel chromatography. 
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Введение 

Лекарственные препараты, получен-

ные из плазмы крови человека – особый 

класс терапевтических средств, часто ис-

пользуемых как единственный возмож-

ный вариант в предотвращении, регули-

ровании и лечении угрожающих жизни 

состояний, вызванных травмой, врожден-

ными недостатками, иммунологическими 

расстройствами или инфекциями [1-4].  

Одними из важнейших препаратов 

крови являются иммуноглобулины. Не-

смотря на разнообразие функций, глав-

ным назначением иммуноглобулинов в 

организме является распознавание анти-

генов, в связи с чем второе название этих 

молекул – «антитела». При первой анти-

генной стимуляции лимфоциты продуци-

руют в основном иммуноглобулины 

класса М, при последующих контактах с 

антигеном синтезируются IgG и IgA [5].  

В отличие от классического пути ис-

пользования в качестве сырья осадка Б по 

Кону мы исследовали возможность нара-

ботки иммуноглобулинов А и М из боко-

вых фракций новой технологии получе-

ния IgG, которая прошла все стадии тех-

нологических испытаний, включаю вали-

дацию вирусной безопасности и с успе-

хом используется для наработки «Ковид 

Глобулина» из плазмы доноров, перебо-

левших Ковид-19 [6, 7]. 

Экспериментальная часть 

Растворители, реагенты и стандартные 

образцы. Экспериментальные исследова-

ния проводили с использованием: TWIN 

80 (Merck, Германия), трибутилфосфат 

(Merck, Германия), кислоты уксусной 

(ч.д.а., Россия), фосфата натрия (ч.д.а. 
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Россия), ацетата натрия (ч.д.а., Россия), 

хлорида натрия (ч.д.а., Россия), гидрок-

сида натрия (ч.д.а., Россия), фосфорной 

кислоты (ч.д.а., Россия). Иммуноглобу-

лин А, иммуноглобулин G, иммуноглобу-

лин М, альбумин, а также образцы 

плазмы крови предоставлены НПО 

«Микроген». Деионизированную воду 

получали с помощью системы водопод-

готовки Milli-Q (Millipore, США) из ди-

стиллированной воды. Подвижные фазы 

и рабочие растворы готовили растворе-

нием необходимых навесок в деионизо-

ванной воде, с последующей фильтра-

цией через 0.2 мкм фильтр. 

Оборудование 

Взвешивания сухих реагентов прово-

дили на весах ACCULAB VI (Sartorius, 

Германия). Для измерения pH использо-

вали иономер «Эксперт-рН» (Россия). 

Центрифугирование образцов плазмы 

крови осуществляли на центрифуге CM-

50 SkiLine (ELMI, Латвия). Для дозирова-

ния использовали автоматические доза-

торами 10-100 мкл, 20−200 мкл, 100-1000 

мкл с пределом допускаемой погрешно-

сти измерения не более ±5% (LABMATE, 

Польша). Фракционирование белков 

плазмы крови проводили на колонках 

24х300 мм на хроматографе Аксиома-Де-

бют (АО «БиоХимМак СТ») с детектором 

УФ-280 нм. 

Сорбционные материалы и их характе-

ристики: 

DEAE Sepharose CL-6B (Сytiva), 6% 

агароза. Размер частиц – 65-155 мкм. Раз-

мер пор 90 нм. Диапазон рабочего рН – 3-

9. Емкость по белку – 170 мг/мл (HSA – 

68 кДа). 

Relisorb DA 400 (Resindion, Италия). 

Полиметакрилат. Слабый анионит. Раз-

мер частиц – 50-150 мкм. Размер пор 90 

нм. Диапазон рабочего рН – 1-14. Ем-

кость по белку – 30 мг/см3(HSA – 68 кДа). 

ChromSpeed Q103 (Mitsubishi, Япо-

ния). Полиметакрилат. Сильный анионит. 

Размер частиц – 60 мкм. Размер пор 50 нм. 

Диапазон рабочего рН – 1-14. Емкость по 

белку – 100 мг/см3 (IgG – 170 кДа). 

ChromSpeed S103 (Mitsubishi, Япония).  

Полиметакрилат. Сульфокатионит.Раз-

мер частиц – 60 мкм. Размер пор 50 нм. 

Диапазон рабочего рН – 1-14. Емкость по 

белку – 100 мг/см3 (IgG – 170 кДа). 

Диасфер-АК-ДЕАЕ (Биохиммак СТ, 

Россия). Полиметакрилат. Слабый анионит. 

Размер частиц – 100-250 мкм. Размер пор 

100 нм. Диапазон рабочего рН – 1-14. Ем-

кость по белку – 35 мг/см3 (HSA – 68 кДа). 

Диасфер-АК-СП (Биохиммак СТ, Рос-

сия). Матрица – Полиметакрилат. Суль-

фокатионит.Размер частиц – 40-120 мкм. 

Размер пор 60 нм. Диапазон рабочего рН 

– 1-14. Емкость по белку – 50 мг/см3 (HSA 

– 68 кДа). 

Основные характеристики исследо-

ванных сорбентов представлены в таб-

лице 1. 

Аналитическая высокоэффективная 

жидкостная хроматография. ВЭЖХ-ана-

лиз в режиме эксклюзионной хромато-

графии проводили на хроматографе 

Smartline (Knauer, Германия) с детектиро-

ванием при длине волны 280 нм, петля 20 

мкл. Использовали колонку 300х10 мм 

Таблица 1. Характеристики исследованных сорбентов 

Table 1. Characteristics of the studied sorbents 

Наименование сор-

бента 

Функциональная 

группа 
Матрица 

Размер ча-

стиц, мкм 

Размер 

пор, 

нм 

DEAE Sepharose CL-6B Слабый анионит 6% агароза. 65-155 90 

Relisorb DA 400 Слабый анионит Полиметакрилат 50-150 90 

ChromSpeed Q103 Сильный анионит Полиметакрилат 60 50 

ChromSpeed S103 Сульфокатионит Полиметакрилат 60 50 

Диасфер-АК-ДЕАЕ Слабый анионит Полиметакрилат 100-250 100 

Диасфер-АК-СП Сульфокатионит Полиметакрилат 40-120 60 
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для эксклюзионной хроматографии бел-

ков Superdex 200 10/300 GL (Сytiva). Пре-

дел эксклюзии 1.3х106. Оптимально рабо-

тает в диапазоне масс 10000-600000 

Дальтон.  

ВЭЖХ анализ проводили в следую-

щих рекомендованных элюентах: 

Superdex 200 10/300 GL: 50 мМ 

натрий-фосфат, содержащий 0.15 М NaCl 

и 0.1% азида натрия, рН 7.2. Скорость 

элюирования 0.75 см3/мин. 

Молекулярные массы иммуноглобу-

линов G и М значительно отличаются: 

IgG – 150 кД (pI 6.1-8.5); IgM – 950 кД (pI 

6.6), что позволяет легко их разделять в 

режиме высокоэффективной эксклюзи-

онной хроматографии. Иммуноглобулин 

А 150 кД (pI 7.3) характеризуется образо-

ванием димеров (300 кД), что также спо-

собствует его отделению от IgG в анализе 

методом эксклюзионной хроматографии. 

Препаративная хроматография. Хро-

матографию проводили в ацетатных и 

фосфатных буферных системах с УФ де-

тектированием при длине волны 280 нм. 

Использовали колонки размером 24х300 

мм. Элюирование осуществляли ступен-

чатым градиентом хлорида натрия.  

Радиальная иммунодиффузия. Ради-

альную иммунодиффузию по Манчини 

проводили с использованием набора реа-

гентов D-тест-G, А, М, НПО «Микроген», 

Россия с использованием пластин имму-

нодиффузных для количественного опре-

деления IgG, IgA, IgM человека. 

Иммуноэлектрофорез. Чистоту выде-

ленных фракций белков определяли с по-

мощью иммуноэлектрофореза. Электро-

форез проводили при силе тока 13 мА и 

напряжении 100В в течение 1.5 ч. (Bio 

Rad POWER PAC 300). Для окрашивания 

белков использовали раствор красителя 

амидочерного 10Б.  

Обсуждение результатов 

Предварительные исследования новой 

технологической схемы показали, что 

иммуноглобулины А и М находятся в 

осадке после растворения осадка А по 

Кону и центрифугирования  (фракция I), 

осадке на фильтре после проведения ви-

русной инактивации и предварительной 

фильтрации сырья перед нанесением на 

первую колонну с гидрофобным сорбен-

том (фракция II) и  на колонне с ДЕАЕ 

сорбентом (фракция III) (рис. 1 и  табл. 2). 

Из таблицы видно, что на сорбенте 

(фракция III) концентрируется более 96% 

IgA и около 50% IgM. При этом отсека-

ются агрегаты иммуноглобулинов и бел-

ков, а также ассоциаты IgM с вирусами, 

оставаясь во фракциях (I и II).   

Важно отметить, что мы не ставили за-

дачу выделения индивидуальных имму-

ноглобулинов А и М как это было в слу-

чае с иммуноглобулином G. В соответ-

ствии с требованиями к комплексному 

препарату необходимо было изучить воз-

можность наработки иммуноглобулинов 

А и М или их смеси с контролируемым 

содержанием полимеров, фрагментов и 

иных белков плазмы крови. 

Ориентируясь на характеристики пре-

парата «Пентаглобин» (Германия, «Био-

тест Фарма») [8], основные характери-

стики разрабатываемого препарата 

можно определить следующим образом: 

• Концентрация IgG – 50-70% 

• Концентрация IgM – 15-25% 

• Концентрация IgА – 15-25% 

• Количество полимеров IgM, IgG, IgA – 

не более 5% 

• Сторонние белки плазмы – не более 15% 

• Фрагменты – не более 2% 

• Чистота на ИЭФ – не более 2-х допол-

нительных линий на фореграмме 

Мы сразу поставили более жесткие 

рамки по содержанию полимеров (5%), 

тогда как в «Пентаглобине» они норми-

руются в пределах 10%, так как поли-

меры, как правило, определяют большую 

часть побочных эффектов.  

Элюат, получаемый с ДЭАЕ колонны 

c использованием 20мМ раствора ацетата 
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аммония и 1 М NaCl в рамках технологи-

ческого процесса получения иммуногло-

булина G содержит значительное количе-

ство агрегатов (рис. 2). Необходимо сни-

зить количество агрегатов и посторонних 

белков при сохранении соотношения IgA 

и IgM в пределах от 1:1.6 до 1.6:1. Оче-

видно, что суммарное их содержание (30-

50%) нормируется простым добавлением 

IgG, который получается в рамках основ-

ной технологии переработки осадка А.  

Поскольку в технологическом про-

цессе получения иммуноглобулина G ко-

лонна с DEAE сорбентом отсоединяется 

и регенерируется независимо, мы опти-

мизировали условия смыва иммуногло-

булинов А и М. Изучение условий элюи-

рования колонны растворами с концен-

трацией хлорида натрия 0.075; 0.1; 0.2; 

0.3 и 1М показало, что наиболее эффек-

тивным является предварительная про-

мывка колонны 0.075 М буферным рас-

твором с рН 5.65, который удаляет более 

60% полимеров с последующим смывом 

иммуноглобулинов 0.3 М раствором с 

тем же рН. 

Дальнейшая очистка наиболее продук-

тивно может быть решена с помощью 

ионообменной хроматографии [9-11]. 

Для оптимизации этого подхода мы изу-

чили ряд анионо- и катионообменников, 

отличающихся природой матрицы, 

структурными характеристиками и ионо-

обменной емкостью (табл. 1). В качестве 

элюентов исследованы Na-ацетатные и 

Na-фосфатные буферные растворы с диа-

пазоном рН от 5.0 до 7.4. Элюирование 

вели ступенчатым градиентом NaCl. От 

2.5 до 15% шаг ступени был 2.5%, а далее 

5%. Такой подход, как правило, позво-

ляет в широких пределах варьировать се-

лективность. В таблице 3 представлены 

характеристики буферных систем. 

 
Рис. 1. Технологическая схема получения иммуноглобулина G 

Fig. 1. Technological scheme for the production of immunoglobulin G 

 

Таблица 2. Содержание иммуноглобулинов в различных боковых фракциях технологиче-

ской схемы получения иммуноглобулина G 

Table 2. The content of immunoglobulins in various side fractions of the technological scheme for 

obtaining immunoglobulin G 

Фракция Объем (дм3) 
Концентрация, мг/см3 Содержание, г 

IgA IgG IgM IgA IgG IgM 

Фракция I 30.8 0.31 5.8 1.25 9.54 178.6 38.5 

Фракция II 16.0 0.5 5.8 1.25 2.0 23.2 5.0 

Фракция III 8.2 36 10.9 5.31 295.2 89.0 43.5 

Итого: 306.7 290.8 87.0 
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Контроль за составом выделяемых 

фракций вели комплексом методов. 

Фракции анализировали на общее содер-

жание белка, полимеров, агрегатов и 

фрагментов эксклюзионной ВЭЖХ. Ра-

диальной иммунодиффузией определяли 

концентрацию иммуноглобулинов, а по 

разности между общим содержанием 

белка и содержанием иммуноглобулинов 

оценивали количество других белков. 

На основании результатов анализа зна-

чительного числа фракций на содержание 

агрегатов и полимеров мы пришли к вы-

воду, что предложенный нами путь выде-

ления иммуноглобулинов А и М эффек-

тивен, и позволяет получать продукт с 

меньшим, чем в Пентаглобине содержа-

нием этих примесей. При этом количе-

ственный и качественный состав фрак-

ций существенно зависит от сорбента.   

Эксперименты показали недостаточ-

ную селективность у сорбентов 

ChromSpeed S 103 и Q 103. На этих сор-

бентах белки элюируются уже при низ-

кой концентрации соли, что не позволяет 

эффективно отделить иммуноглобулины 

от полимеров, агрегатов и других белков. 

Изучение сорбента Диасфер-АК-

ДЕАЕ показало, что при элюировании бу-

ферными растворами NaCl 100 и 200 мМ. 

требованиям по содержанию агрегатов 

отвечают несколько фракций. Однако со-

держание иммуноглобулинов А и М в 

этих фракциях слишком низкое 26% по 

IgM и 40% по IgA. 

Катионнообменный сорбент Диасфер-

АК-СП при низких значениях рН не про-

являет селективности в отделении агрега-

тов от иммуноглобулинов. При высоких 

значениях рН белки практически не сор-

бируются и большая часть иммуноглобу-

линов элюируется в начальном объеме. 

Эта фракция при рН 6,8 содержит 52% 

IgМ, 61% IgА и 7% полимеров. Эта фрак-

ция уже может представлять интерес для 

получения комплексного препарата. 

Сорбент DEAE Sepharose CL-6B пока-

зал хорошие результаты при рН 5.0, 6.8 и 

 
Рис. 2. Хроматограмма элюата с ДЕАЕ колонны 1М буферным раствором с рН 5.65. 

Fig. 2. Chromatogram of the eluate from the bottom of the column with 1M buffer solution 

with pH 5.65 

 

Таблица 3. Характеристики буферных растворов, использованных для ионообменной хро-

матографии иммуноглобулинов 

Table 3. Characteristics of buffer solutions used for ion exchange chromatography of immuno-

globulins 

Состав буфера 
рН бу-

фера 

Электропроводность 

буфера, mS 
рН образца 

Электропроводность 

образца, mS 

20мМ NaAc 5.0 1.58 4.99 1.2 

20мМ NaAc 5.65 1.62 5.64 1.15 

20мМ Na2HPO4 6.8 1.65 6.8 1.1 

20мМ Na2HPO4 7.4 1.64 7.4 1.2 
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7.4. В последнем случае (рН 7.4) воз-

можно объединение первых трех фрак-

ций. В результате этого можно получить 

удовлетворительные выходы по имму-

ноглобулинам – порядка 60% при низком 

содержании полимеров.  

Наилучшие показатели по выходу 

(70% для IgA и 80% для IgM) достигнуты 

на сорбенте Relisorb DA 400 при рН 7.4 

при объединении первых трех фракций 

(рис. 3 и табл. 4). 

Иммуноэлектрофорез данной фракции 

перед добавлением иммуноглобулина G 

 
Рис. 3. Состав фракций при разделении смеси на сорбенте Relisorb DA 400 при рН 7.4. 

1 – агрегаты, 2 – сторонние белки, 3 – IgM; 4 – IgA. 

Fig. 3. Composition of fractions during separation of the mixture on the sorbent Relisorb DA 

400 at pH 7.4. 1 –  aggregates, 2 – sided proteins, 3 –  IgM; 4 –  IgA. 
 

 
 

Рис 4. Хроматограмма сформированной смеси комплексного иммуноглобулина. 

Колонна Superdex 200 10/300 GL. Элюент: 50 мМ натрий-фосфат, содержащий 0,15 М 

NaCl и 0.1% азида, рН 7.2. Скорость элюирования 0.75 см3/мин. 1 – IgM, 2 – IgA, 3 – IgG, 

4 – альбумин. 

Fig. 4. Chromatogram of the formed mixture of complex immunoglobulin. Superdex 200 

10/300 GL column. Eluent: 50 mM sodium phosphate containing 0.15 M NaCl and 0.1% azide, 

pH 7.2. Elution rate 0.75 cm3/min.1 – IgM, 2 – IgA, 3 –IgG, 4 –albumin. 

 

Таблица 4. Содержание IgA и IgM, а также полимеров (П) и сторонних белков (Б) во фрак-

циях на сорбенте Relisorb DA 400 при рН 7,4 

Table 4. The content of IgA and IgM, as well as polymers (N) and third-party proteins (B) in 

fractions on the sorbent Relisorb DA 400 at pH 7.4 

Фракция Полимеры, % 
Сторонние 

белки, % 
IgM, мг/фр IgA, мг/фр 

Проскок 4 5 49 75 

10% 4 15 8 18 

20% 2 8 10 5 
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демонстрирует наличие четких полос им-

муноглобулинов М и А. 

Фракция по результатам РИД содер-

жит 8.2 мг/см3 иммуноглобулина А, 

6.9 мг/см3 иммуноглобулина М. После 

добавления иммуноглобулина G до до-

стижения концентрации в 16 мг/см3 G 

сформированная смесь проанализиро-

вана эксклюзионной ВЭЖХ (рис. 4). 

Ориентировочный материальный ба-

ланс свидетельствует о том, что из одной 

технологической загрузки (170 литров 

плазмы или 8.5-9.5 кг осадка А) получа-

ется 43-48 г IgM и 80-100 г IgA, что со-

ставляет 30% IgA и 35% IgМ из расчета 

на среднее содержание иммуноглобули-

нов в плазме крови. Полученный резуль-

тат достаточен для обеспечения произ-

водства комплексного иммуноглобули-

нового препарата и не требует дополни-

тельных источников плазмы. 

 

 

 

Заключение 

Разработан новый метод получения 

комплексного иммуноглобулинового 

препарата, содержащего иммуноглобу-

лины A, M и G. Метод основан на исполь-

зовании в качестве источника имму-

ноглобулинов А и М боковой фракции, 

образующейся при реализации техноло-

гии получения высокоочищенного, сво-

бодного от вирусов иммуноглобулина G. 

Оптимизированы процессы элюирова-

ния фракции иммуноглобулинов IgA и 

IgM с колонны с DEAE сорбентом, ис-

пользуемой в технологии очистки IgG и 

условия последующей очистки смеси IgA 

и IgM от посторонних примесей. 
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Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
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