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Резюме

Актуальность. Исследование механизмов инактивации вирусов остается приоритетным направлением при разработке 

инактивированных цельновирионных вакцин. Критерии выбора подходящего инактиватора включают: полное устранение 

вирусной инфекционности и сохранение высокого уровня иммуногенности готового продукта. Цель. Рассмотреть данные 

о  ранее известных и новых перспективных инактивирующих агентах, используемых при разработке цельновирионных вак-

цин.  Заключение. Оптимальный выбор инактиватора зависит от множества факторов: природы вируса, требуемого уровня 

безопасности, технологичности производства и свойств готовой вакцины. Традиционно используемые формалин и бета-про-

пиолактон продолжают доминировать в производстве лицензированных вакцин. Экспериментальные вакцинные препараты, 

инактивированные перекисью водорода и физическими методами, показали высокий уровень иммуногенной активности 

на разных моделях лабораторных животных. Несмотря на позитивные результаты, внедрение нового инактивирующего агента 

требует значительных усилий и долгосрочных испытаний для подтверждения его эффективности, и безопасности.
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Abstract

Relevance. The study of virus inactivation mechanisms remains a priority in the development of inactivated whole-virion vaccines. 

Criteria for selecting a suitable inactivator include complete elimination of viral infectivity and preservation of a high level of 

immunogenicity in the final product. Aim. This work examines the action mechanisms of both classical inactivators (formalin, beta-

propiolactone) and UV irradiation. Besides, the article describes the latest promising inactivation approaches by hydrogen peroxide, 

gamma irradiation and psoralen. Conclusion. The inactivator optimal choice depends on many factors: the nature of the virus, the 

required level of safety, manufacturing technology, and the final vaccine properties. The formalin and beta-propiolactone continue to 

dominate in the licensed vaccines production. Experimental vaccine preparations inactivated with hydrogen peroxide or by physical 

methods have shown a high level of immunogenic activity in various laboratory animal models. Despite the positive results, a new 

inactivating agent introduction requires significant effort and long-term testing to confirm its effectiveness and safety.
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Введение
Первое сообщение об инактивации вируса было 

опубликовано в 1886 г. Дэниел Сэлмон и Теобальд 
Смит иммунизировали голубей «вирусом» свиной 
холеры (который впоследствии оказался холеропо-
добной бактерией), инактивированным нагревани-
ем [1]. Впервые было показано, что иммунизация 
инактивированным возбудителем может обеспе-
чить защиту от инфекционного заболевания. 

В начале ХХ века были разработаны первые 
бактериальные инактивированные вакцины для 
человека против брюшного тифа, холеры и чумы 
[2,3].

Важным этапом разработки технологии цельно-
вирионных вакцин стало открытие процедур куль-
тивирования вирусов в куриных эмбрионах, а по-
том и в культуре клеток in vitro, поддерживающих 
репликацию вирусных патогенов вне организма 
хозяина, что позволило масштабировать произ-
водство вакцин [4]. В 1954 г. Д. Эндерс, Т. Уэлле-
ру и Ф. Роббинс получили Нобелевскую премию 
по  физиологии и медицине за открытие способа 
размножения полиовируса в культуре клеток, что 
стало важнейшим прорывом в изучении и профи-
лактике полиомиелита [5].

В 1954 г. американский ученый Д. Солк создал 
вакцину на основе инактивированных формалином 
штаммов полиовируса, которая была безопасной 
и эффективной против полиомиелита [6].

Сегодня существуют инактивированные вакци-
ны против многих болезней, включая полиомиелит, 
бешенство, грипп, хантавирусные лихорадки, гепа-
тит А, COVID-19 [7]. 

В целом, все цельновирионные инактивиро-
ванные вакцины производят по аналогичной тех-
нологии: производственный штамм вируса снача-
ла культивируют на субстрате, затем инактивиру-
ют [8,9]. В технологическом процессе изменения 
в структуре вируса при инактивации должны быть 
минимальными, прежде всего это касается белков, 
входящих в состав капсида и суперкапсидной обо-
лочки вируса [10]. 

Инактивацию вирусов проводят химическими 
и  физическими методами или их комбинацией. 
Описан широкий спектр как хорошо зарекомен-
довавших себя способов инактивации с помощью 
формалина, бета-пропиолактона, облучения уль-
трафиолетом [11], температурная обработка [12], 
так и  новых с использованием аскорбиновой кис-
лотаы [13], производных этиленамина [14], псора-
лена [15], перекиси водорода [16], гамма-облуче-
ния [17].

Инактивированные вакцины являются надеж-
ными и  наиболее безопасными при соблюдении 
двух ключевых условий: полная инактивация ин-
фекционных свойств вируса и  максимальное со-
хранение его иммуногенности. Инактивация ви-
руса по тем или иным технологическим причинам 
может оказаться неполной, что приведет к вспыш-
кам вакциноассоциированных инфекций [18–20]. 

С другой стороны, вируснейтрализующие эпитопы 
могут разрушаться во время инактивации, что при-
водет к слабой иммуногенной активности вакцины. 
Следовательно, для оценки способа инактивации 
вируса и его влияния на нейтрализующие эпитопы 
необходим эффективный контроль качества полу-
ченного иммуногена [10]. 

Цель обзора  – рассмотрение данных о ранее 
известных и  новых перспективных инактивирую-
щих агентах, используемых при разработке цель-
новирионных вакцин.

Химические методы инактивации
Формальдегид

Формальдегид – наиболее общепринятый инак-
тивирующий агент, используемый при производ-
стве вакцин. В 1920-х годах первые случайно было 
обнаружено его инактивирующая активность про-
тив бактериальных токсинов [21]. В 1930-х годах 
формальдегид был использован при производстве 
цельновирионной инактивированной вирусной 
вакцины против японского энцефалита [22]. 

Формальдегид  – это альдегид муравьиной кис-
лоты с химической формулой СН

2
O, содержащий 

двойную связь углерода с водородом и  изменяю-
щуюся боковую цепь. Формалин  – 37 % водный 
раствор формальдегида (метаналь), стабилизиро-
ванный метанолом. Формальдегид оказывает свое 
действие с помощью большого разнообразия мо-
дификаций (метилольные группы, основания Шиф-
фа и  метиленовые мостики), которые приводят 
к  инактивации, стабилизации или иммобилизации 
белков с последующей потерей вирусной инфекци-
онности [23].

Формальдегид действует как алкилирующий 
агент путем сшивания РНК с капсидными белка-
ми, образуя меж- и  внутримолекулярные метиле-
новые мостики между первичными аминогруппами 
[24]. Следует отметить, что реакция формальдегида 
с  аминогруппами обратима, то есть, при удалении 
избытка реагента из смеси или ее разбавлении, 
инфекционная активность может быть восстанов-
лена [25].

Процесс взаимодействия формальдегида с  ви-
русом зависит от концентрации реагента (от 0,08 
до 0,009 % по массе), температуры (обычно 4, 32 
или 37 °C), время инактивации (от дней до меся-
цев) [24,26]. 

Так, для инактивации 0,01 % формальдегидом 
при 37 °С для полиовируса требуется 12 дней [27], 
для респираторно-синцитиального вируса  – 4 дня 
[28]. Но данная температура неприемлема для та-
ких термолабильных вирусов, как ортохантавирусы 
[26], поэтому хантавирусы инактивируют в присут-
ствии 0,01 % раствора формалина при 6 ± 2 °С 
30 дней, что соответствует времени термоинакти-
вации при аналогичных условиях (термоинактива-
ция хантавирусов при 22 ± 2 °С занимает около 
20 дней) [29–31], что значительно увеличивает 
продолжительность производственного цикла. 
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Для  вируса японского энцефалита SA
14

-14-2 при-
меняли формалин в конечной концентрации 0,05 
% при температуре 22 °С в течение 10 дней [32]. 
Для  инактивации вируса клещевого энцефалита 
0,02 % формальдегидом при 32 °С требуется 3 дня 
[33]. Для вируса полиомиелита формальдегид ис-
пользуют в конечной концентрации 0,025 % при 
37 °C в  течение 13 дней [34].

В целом, чем выше концентрация формалина 
и  температура, тем быстрее происходит инактива-
ция вирусов, но это может негативно сказаться 
на их иммуногенность, поскольку приводит к  де-
градации белков и разрушению важных эпитопов. 
Следовательно, время инактивации должно быть 
достаточным для полной инактивации вируса, 
но не слишком продолжительным, чтобы не нарушить 
иммуногенность инактивированного образца [23].

Кроме того, при инактивации формалином про-
исходит агломерация целевых и нецелевых белков 
(фрагменты цитоскелета клеток-продуцента вакци-
ны), в  результате чего при очистке вируса (гель- 
фильтрация), балластные белки не отсекаются. 
Это приводит к  увеличению концентрации общего 
белка и  снижению качества вакцинного препара-
та  [30]. 

Одной из проблем, связанной с  применением 
формалина, является то, что вакцины могут содер-
жать не полностью инактивированные вирионы, 
вследствие чего возникают вспышки вакцинно-
ассоциированных заболеваний. Так, молекулярный 
анализ показал, что вспышки ящура в  Западной 
Европе в 1980-х гг. [18] и венесуэльского энцефа-
лита свиней в  Центральной Америке в  1970-х гг. 
являются следствием не полностью инактивиро-
ванных вирусов в  составе вакцинных препаратов 
[25]. Это может быть связано со сшивкой белков 
нуклеокапсида с  РНК. Как следствие, РНК не раз-
рушается, и  некоторые вирионы не подвергаются 
инактивации формальдегидом [35]. Возможно, для 
полной инактивации некоторых вирусов необходи-
ма более высокая концентрация формалина. 

Было отмечено несколько неудач при исполь-
зовании вакцин, инактивированных формалином 
против вирусов респираторно-синцитиального 
синдрома и кори: повреждение формалином анти-
генных эпитопов, ответственных за выработку ней-
трализующих антител, привело к  неадекватному 
ответу противовирусных антител, утрате защитного 
иммунитета и развитию атипичных форм заболева-
ний [16]. Причиной повреждения формалином им-
муногенных эпитопов может быть увеличение ко-
личества активных карбонильных групп, что ведет 
к нарушению третичной структуры белков [36,37]. 

Причиной неполной инактивации вируса могут 
быть также технологические нарушения. Так, при 
производстве инактивированной формалином по-
лиомиелитной вакцины Солка не учли сложность 
инактивирования нефильтрованных взвесей ви-
руса, и  две серии препарата, содержавшие жи-
вой вирус, были выпущены в  продажу. В 1955 г. 

вакцинация детей препаратом этих серий привела 
к развитию у 40 тыс. детей абортивной инфекции, 
характеризующейся мышечной слабостью, лихо-
радкой и  головной болью, у 51 ребенка – к  пара-
личу и  у 5 детей зафиксирован летальный исход. 
Среди членов семей, контактировавших с вакцини-
рованными, было зарегистрировано 113 случаев 
паралича и  5 летальных случаев [38].

Другим важным аспектом изготовления вакцин, 
инактивированных формалином, являются необ-
ходимость нейтрализации остаточного формалина 
и  контроль его присутствия в  вакцине, что услож-
няет процесс производства [32]. 

На данный момент формалин используют в про-
изводстве лицензированных вакцин против следу-
ющих вирусов: гриппа [39], японского энцефалита 
[40], гепатита А [41], Хантаан [42], полиомиелита 
(вакцина Солка) [43] и клещевого энцефалита [44] 
(табл. 1).

Бета-пропиолактон
β-пропиолактон (БПЛ) был впервые опи-

сан в  1915 г. Йохансоном, который изучал соль 
β-йодопропионовой кислоты. Однако широкое при-
менение этого органического соединения началось 
только в 1941 г., когда Кунг ввел новый метод син-
теза для получения БПЛ из кетена и  формалина 
[63]. Открытие нового метода производства БПЛ 
привело к быстрому внедрению химического веще-
ства во множество отраслей промышленности. Его 
использовали в  качестве стерилизующего агента 
для тканевых трансплантатов и  плазмы, мономе-
ра для полимеризации пластмасс, промежуточно-
го продукта в  синтезе пропионовых соединений 
и  инактивирующего агента при производстве вак-
цин [64]. 

БПЛ представляет собой бесцветную жидкость 
со слегка сладковатым запахом, относится к  се-
мейству кольцевых лактонов, состоящих из четырех 
элементов. Химическая реакционная способность 
четырехчленного кольца придает органическому 
соединению его электрофильную природу и, сле-
довательно, способность легко вступать в реакцию 
с нуклеофилами. БПЛ стабилен в концентрирован-
ной жидкой форме, в  водных растворах нестаби-
лен из-за быстрого гидролиза, который позволяет 
ему вступать в реакцию с гидроксильными, амино-, 
карбоксильными, сульфгидрильными и  фенольны-
ми группами [63].

Механизм инактивирующего действия БПЛ за-
ключается в его воздействии в основном на вирус-
ную нуклеиновую кислоту, что вызывает мутации, 
блокирующие репликацию вируса [65,66]. БПЛ дей-
ствует путем алкилирования главным образом пу-
риновых остатков клеточной ДНК и вирусной РНК, 
вызывая ассоциации внутрицепочечных и  межце-
почечных связей, что приводит к  ошибкам репли-
кации [67]. Все реакции с  БПЛ протекают быстро 
и  стабильно. Реакции алкилирования или ацили-
рования, осуществляющиеся при взаимодействии 
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Таблица 1. Лицензированные и кандидатные инактивированные цельновирионные вакцины
Table 1. Licensed and candidate inactivated whole-virus vaccines

Вирус
Virus

Название  
вакцины

Vaccine name

Этап реги-
страции

Registration 
stage

Инак-
тиватор 

Inac-
tivator

Владелец регистрационного удостоверения/
производитель

Registration certificate holder/manufacturer

Источ-
ник

Source

Грипп
Flu

МикроФлю 
MicroFlu

К**
С** БПЛ

BPL

СПбНИИВС ФМБА, ФГУП (Россия)/ НПО МИКРО-
ГЕН, AO (Россия)

SPbNIIVS FMBA, FGUP (Russia) / NPO MIKROGEN, 
AO (Russia)

[45]

К
С H

2
O

2
[46]

γ-Flu К
С γ [47]

Японский энце-
фалит
Japanese 
encephalitis

Дже-Вакс®
JE-VAX®

Л*
L*

Ф
F

BIKEN, Япония
BIKEN, Japan [48]

Гепатит А
Hepatitis A

Альгавак®
Algavac

Л
L

Ф
F

ВЕКТОР-БИАЛЬГАМ, АО (Россия)
VEKTOR-BIIALGAM, AO (Russia) [45]

Хаврикс®
Havrix®

Л
L

Ф
F

ГлаксоСмитКляйн Трейдинг, АО (Россия)/
GlaxoSmithKline Biologicals, s.a. (Бельгия)

GlaxoSmithKline Trading, JSC (Russia)/
GlaxoSmithKline Biologicals, s.a. (Belgium)

[45]

Аваксим 80/160 
Avaxim 80/160

Л
L

Ф
F

SANOFI PASTEUR, S.A. (Франция)
SANOFI PASTEUR, S.A. (France) [45]

Вакта®
Vaqta

Л
L

Ф
F

MERCK SHARP & DOHME, B.V. (Нидерланды)
MERCK SHARP & DOHME, B.V. (Netherlands) [45]

Полиомиелит
Polio

ПолиовакСин 
PoliovacSin

Л
L

Ф
F

ИНВАК, ООО (Россия)/ФГАНУ «ФНЦИРИП им. 
М.П. Чумакова РАН» (Институт полиомиелита) 

(Россия)
INVAC, LLC (Russia)/ Chumakov Federal Scientific 

Center for Research and Development of Immune-and-
Biological Products of Russian academy of Sciences

[45]

Имовакс Полио 
Imovax Polio

Л
L

Ф
F

SANOFI PASTEUR, S.A. (Франция)
SANOFI PASTEUR, S.A. (France) [45]

Полимилекс® 
Polimilex

Л
L

Ф
F

НАНОЛЕК, ООО (Россия) / BILTHOVEN 
BIOLOGICALS, B.V. (Нидерланды)

NANOLEK, LLC (Russia) / BILTHOVEN 
BIOLOGICALS, B.V. (Netherlands)

[45]

Полиорикс® 
Poliorix®

Л
L

Ф
F

ГлаксоСмитКляйн Трейдинг, АО (Россия) / 
GlaxoSmithKline Biologicals, s.a. (Бельгия) или 

GlaxoSmithKline Biologicals (Франция)
[45]

Клещевой энце-
фалит
Tick-borne 
encephalitis

Клещ-Э-Вак 
Tick-E-Vac

Л
L

Ф
F

ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Ин-
ститут полиомиелита) (Россия)

Chumakov Federal Scientific Center for Research 
and Development of Immune-and-Biological 

Products of Russian academy of Sciences

[45]

вакцина клеще-
вого энцефа-

лита
tick-borne 

encephalitis 
vaccine

Л
L

Ф
F

ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Ин-
ститут полиомиелита) (Россия)

Chumakov Federal Scientific Center for Research 
and Development of Immune-and-Biological 

Products of Russian academy of Sciences

[45]

ЭнцеВир®
EnceVir

Л
L

Ф
F

НПО МИКРОГЕН, AO (Россия)
NPO MIKROGEN, AO (Russia) [45]

Примечание: *Л – лицензированная вакцина – препарат, прошедший процедуру официальной регистрации уполномоченным государствен-
ным органом и получивший разрешение на производство, распространение и медицинское применение на территории конкретной страны 
или региона. **К – кандидатная вакцина – экспериментальный препарат, находящийся на стадии разработки и тестирования и пока не полу-
чивший официального разрешения (регистрации) для массового применения.
Note: *L – Licensed vaccine: a drug that has completed the official registration process with an authorised government agency and has received 
permission for production, distribution, and medical use within a specific country or region. **С – Candidate vaccine: an experimental drug currently 
in development and testing that has not yet received official approval (registration) for mass use.
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Таблица 1. Продолжение
Table 1. Continuation

Вирус
Virus

Название  
вакцины

Vaccine name

Этап реги-
страции

Registration 
stage

Инак-
тиватор 

Inac-
tivator

Владелец регистрационного удостоверения/
производитель

Registration certificate holder/manufacturer

Источ-
ник

Source

Клещевой энце-
фалит
Tick-borne 
encephalitis

Фсме-Иммун 
Fsme-Immun

Л
L

Ф
F

PFIZER, Inc. (США)
PFIZER, Inc. (USA) [45]

Энцепур взрос-
лый / Encepur 

adults / и Энце-
пур® детский 

Encepur® 
children

Л
L

Ф
F

ГлаксоСмитКляйн Трейдинг, АО (Россия) /GSK 
Vaccines, GmbH (Германия)

GlaxoSmithKline Trading, AO (Russia) / GSK 
Vaccines, GmbH (Germany)

[45]

Бешенство 
Rabies

Вакцина 
антирабическая 
культуральная 
концентриро-

ванная очищен-
ная инакти-
вированная 

сухая / Cultural 
concentrated 

purified 
inactivated 

dried antirabies 
vaccine

Л
L

Ф
F

ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Ин-
ститут полиомиелита), Россия

Chumakov Federal Scientific Center for Research 
and Development of Immune-and-Biological 

Products of Russian academy of Sciences

[45]

Кокав
Cocav

Л
L

УФ
UV

НПО МИКРОГЕН, AO (Россия)
NPO MIKROGEN, AO (Russia) [45]

Рабипур® 
Rabipur

Л
L

БПЛ
BPL

CHIRON BEHRING VACCINES, Private Ltd. (Индия)
CHIRON BEHRING VACCINES, Private Ltd. (India) [45]

Верораб®
Verorab®

Л
L

БПЛ
BPL

SANOFI PASTEUR, S.A. (Франция)
SANOFI PASTEUR, S.A. (France) [49]

Рабаверт®
RabAvert®

Л
L

БПЛ
BPL

Novartis Vaccines and Diagnostics GmbH, Герма-
ния

Novartis Vaccines and Diagnostics GmbH, Germany
[50]

Имовакс
movax®

Л
L

БПЛ
BPL

SANOFI PASTEUR, S.A. (Франция) SANOFI 
PASTEUR, S.A. (France) [49]

К
C H

2
O

2
[51]

Филораб
Filorab

К
C

БПЛ
BPL [52]

Sars-CoV-2

Короновак
Coronavac

Л
L

БПЛ
BPL

Sinovac Life Sciences Co., Ltd.( Китай)
Sinovac Life Sciences Co., Ltd. (China) [53]

КовиВак
KoviVak

Л
L

БПЛ
BPL

ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» (Ин-
ститут полиомиелита), Россия

Chumakov Federal Scientific Center for Research 
and Development of Immune-and-Biological 

Products of Russian academy of Sciences

[45]

Ozg-3861–01 К
C γ [54]

Газковид
Gazcovid

K
C

Ф
F [55]

Хантаан (ГЛПС)
Hantaan

Хантавакс®
Hantavax®

Л (в Китае 
и Корее)
L(in China 

and Korea))

Ф
F

KOREA GREEN CROSS CO. Ltd - Сеул, Южная 
Корея

KOREA GREEN CROSS CO. Ltd - Seoul, South 
Korea

[56]

Пуумала (ГЛПС)
Puumala

ПУУВАК
PUUVAX

К
C

Ф
F [57]
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с  нуклеофильными участками, носят необратимый 
характер. Исходя из этого, можно предположить, 
что иммуногенные эпитопы вирусов будут сохране-
ны в  большей степени, чем при инактивировании 
формальдегидом. 

По данным исследования, гидролиз БПЛ про-
исходит в  течение 3 часов при pH 6.6 и  2 часов 
при pH 7.8 до нетоксичной 3-гидроксипропионовой 
кислоты. Эти продукты распада не токсичны для 
клеток, так как участвуют в жировом обмене у че-
ловека [29,31,68]. Это несомненное преимущество 
БПЛ перед формальдегидом, остаточный продукт 
которого необходимо нейтрализовать. 

Инактивация вирусов БПЛ зависит от концен-
трации инактиватора, температуры взаимодей-
ствия и  содержания общего белка в  вакцинном 
препарате. Повышение концентрации БПЛ мо-
жет привести к  снижению антигенной активности 
[29,67]. Вирус гриппа быстро разрушался при воз-
действии высоких доз БПЛ, тогда как обработка 
препаратом в низких концентрациях (0,02–0,08 %) 
позволяет эффективно инактивировать вирус, со-
хранив его иммуногенные свойства [69]. Для инак-
тивации таких хантавирусов как Хантаан (штамм 
Z10), использовали концентрацию БПЛ 0,05 % [70], 
Пуумала и Добрава – 0,02 % [30]. Для инактивации 
коронавируса SARS-CoV-2 при производстве вак-
цины КовиВак БПЛ использовали в  концентрации 
0,05 % [71].

БПЛ является вторым инактивирующим агентом, 
который широко используют как в  производстве 
лицензированных вакцин против вирусов: гриппа 
[72], бешенства [52], коронавируса [71,73], так 
и при разработке кандидатных вакцин (см. табл. 1).

Время инактивации БПЛ значительно короче – 
от нескольких минут до нескольких часов, по срав-
нению с  днями или месяцами, необходимыми для 
инактивации формальдегидом. Дополнительным 
преимуществом БПЛ является более низкая тем-
пература инактивации, которая может предотвра-
тить термическую деградацию важных эпитопов. 
Несмотря на очевидные преимущества БПЛ, фор-
мальдегид более широко используют в  производ-
стве инактивированных вакцин, возможно, из-за 
многолетнего опыта его применения, заложившего 
основу для упрощенного лицензирования [30,31].

Инактивация перекисью водорода 
Окисляющие агенты являются неотъемлемой 

частью врожденной иммунной системы млекопи-
тающих [74], и  использование таких агентов, как 
перекись водорода (H

2
O

2
), в  качестве противоми-

кробных и  антисептических средств хорошо заре-
комендовало себя [75]. Использование H

2
O

2
 при 

производстве инактивированных вакцин никог-
да не рассматривалось, поскольку считалось, что 
она необратимо повреждает молекулярную струк-
туру белков [76]. Использование H

2
O

2
 в  качестве 

Таблица 1. Продолжение
Table 1. Continuation

Вирус
Virus

Название  
вакцины

Vaccine name

Этап реги-
страции

Registration 
stage

Инак-
тиватор 

Inac-
tivator

Владелец регистрационного удостоверения/
производитель

Registration certificate holder/manufacturer

Источ-
ник

Source

Пуумала, До-
брава/Белград 
(ГЛПС)
Puumala, 
Dobrava/
Belgrade

Комби-ГЛПС-
Вак

Combi-GLPS-Vac
К Ф

F [58, 59]

Пуумала, Добра-
ва/Белград, Хан-
таан Puumala, 
Dobrava/
Belgrade, 
Hantaan

«ГЛПС-
ПолиВак»

GLPS-PoliVak»
К Ф

F [60]

Пуумала, Хан-
таан Puumala, 
Hantaan

«ГЛПС-Вак»
GLPS-VAK К БПЛ

BPL [31]

Денге
Dengue

К Ф
F [61]

К Псорален
Psoralen [15]

Западный Нил
West Nile

HydroVax-
001WNV К H

2
O

2
[16]

Эбола
Ebola   К H

2
O

2
  [62]
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инактиватора при создании вакцин было предло-
жено группой исследователей под руководством 
Amanna I. в 2012 году [16]. Повреждение нуклеино-
вых кислот, в том числе образование одноцепочеч-
ных и  двухцепочечных разрывов в  геномной РНК 
или ДНК, является наиболее вероятным механиз-
мом необратимого процесса инактивации [29,77]. 

H
2
O

2
 существенно быстрее инактивирует ДНК 

и  РНК вирусов с  минимальным повреждением 
эпитопов, по сравнению с  БПЛ и  формалином, 
и  разлагается на нетоксичные продукты (воду 
и  кислород) [16]. Кроме того, вакцины против ви-
русов лимфоцитарного хориоменингита, желтой 
лихорадки, Западного Нила, натуральной оспы 
и оспы обезьян, инактивированные H

2
O

2
, показали 

высокий уровень нейтрализующих антител, а так-
же индуцировали Т-клеточный иммунный ответ на 
модели мышей [16]. В исследовании Dembinski J. L. 
и др. (2014) сравнивали антигенные и иммуноген-
ные свойства живого вируса гриппа и инактивиро-
ванного 3 % H

2
O

2
. Было показано, что инактивиро-

ванные вирусы сохраняли способность вызывать 
клеточные и  гуморальные иммунные реакции на 
уровне, аналогичном живым вирусам [46]. 

Инактивация вирусов бешенства [51] и  грип-
па [46] 3 % H

2
O

2
 происходит в  течение 2 часов, 

при этом сохраняются их антигенные и  имму-
ногенные свойства. В отличие от других хими-
ческих инактиваторов, таких как формалин или 
БПЛ, H

2
O

2
 может быть существенно или полно-

стью удалена из готового продукта в  виде пара 
в результате лиофилизации, оставляя после себя 
высокоиммуногенную, стабильную и  стерильную 
вакцину [16,29].

Доклинические испытания вакцины против ви-
руса Западного Нила, инактивированной H

2
O

2
,

 
под 

названием HydroVax-001WNV продемонстрировали 
высокий уровень вирус-специфичных нейтрализу-
ющих антител на модели 6–12-недельных мышей 
BALB/c [78,79]. Вакцина была испытана и  при-
знана безопасной и иммуногенной для трех видов 
животных, включая мышей, крыс Sprague-Dawley 
и  нечеловеческих приматов (Macaca mulatta) 
[16,79]. На основании доклинических результатов 
было проведено испытание фазы I этой вакцины 
[16]. Хотя результаты показали хороший профиль 
безопасности, иммуногенность была умеренной 
и  сопоставимой с  количеством антител, индуциро-
ванных другими кандидатными вакцинами против 
вируса Западного Нила [80,81]. Было также по-
казано, что иммунизация препаратом на основе 
вируса лимфоцитарного хориоменингита, инакти-
вированного 3 % H

2
O

2
 при 22 °C в  течение 4 ча-

сов, индуцирует клеточный иммунный ответ у мы-
шей линии C57BL/6 [82]. Была показана индукция 
гуморального иммунного ответа при иммунизации 
мышей BALB/c экспериментальным препаратом 
на основе хантавируса Пуумала, инактивированно-
го при 22 °C 3 % и 1,5 % H

2
O

2
 в течение 5 и 30 ми-

нут соответственно [31]. 

На сегодняшний день нет лицензированных 
вакцин, в  которых бы H

2
O

2
 использовалась в  ка-

честве инактиватора. Исследования продолжают-
ся, но внедрение нового инактивирующего агента 
потребует значительных усилий и  долгосрочных 
испытаний для подтверждения его эффективности 
и безопасности.

Физические методы инактивации
Наиболее распространенными физическими 

методами инактивации вирусов являются ультра-
фиолетовое (УФ-) и  гамма-лучевое облучение. УФ 
и  гамма-лучи относятся к  типу электромагнитно-
го излучения, которое отличается длиной волны 
и энергией фотонов. Оба вида лучей используются 
в науке, технике и медицине. 

Инактивация ультрафиолетовым облучением
В зависимости от диапазона длин волн уль-

трафиолетовое излучение подразделяется на три 
категории: УФ-A длинноволновые лучи (от 320 
до  400  нм), УФ-B средневолновые лучи (от 280 
до  320  нм) и  УФ-С коротковолновые лучи (от 200 
до 280  нм). Коротковолновое УФ-облучение из-
вестно как эффективный метод инактивации ви-
русов с  1940-х г. [83], и  его использование пред-
ставляет научный и практический интерес в связи 
с  удешевлением и  упрощением технологии произ-
водства вакцин. 

Коротковолновые УФ-лучи считаются бактери-
цидными в диапазоне 254 нм и могут поглощаться 
основаниями ДНК и РНК. Это приводит к образова-
нию фотодимеров между соседними пиримидино-
выми основаниями, особенно тимином, вследствие 
чего нарушаются репликация и  транскрипция ви-
руса в  клетках хозяина [84,85]. Подобные фото-
повреждения могут привести к деградации генома 
за счет увеличения давления на сахарофосфатный 
остов нуклеиновых кислот [85–87].

Чувствительность вируса к  ультрафиолетово-
му излучению определяется числом оснований 
в структуре нуклеиновой кислоты и типом вирусно-
го генома. Чем больше количество пар оснований, 
тем выше вероятность возникновения фотохими-
ческих повреждений. Аналогичное правило приме-
нимо и  к  различиям между РНК- и  ДНК-вирусами: 
наличие урацилов в  составе РНК снижает ее 
чувствительность к  воздействию ультрафиолета, 
по сравнению с  ДНК [86]. Двухцепочечные ДНК- 
и  РНК-вирусы проявляют большую устойчивость 
к УФ-облучению, чем вирусы с одноцепочечным ге-
номом. Возможно, из-за того, что во время инакти-
вации затрагивается одна цепь, а вторая действует 
как матрица, помогая ферментам хозяина восста-
навливать поврежденную цепь [88].

УФ-облучение может вызывать поперечные свя-
зи между вирусным геномом и  капсидными бел-
ками посредством фотохимической реакции остат-
ков аминокислот (особенно цистеина) с  урацилом 
и\или тимином [89]. УФ-излучение также может 
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вызывать структурные изменения в вирусных кап-
сидных белках, что приводит к образованию фото-
продуктов. Воздействие УФ-облучения на вирусные 
белки происходит медленнее, чем на нуклеиновые 
кислоты. Длительное облучение способствует так-
же окислительной деградации белков, например, 
посредством образования карбонильных групп, что 
влияет на клеточные иммунные реакции [90,91]. 
На полную инактивацию вирусов УФ-лучами влия-
ют следующие параметры: количество белка, про-
зрачность раствора, расстояние от источника об-
лучения, интенсивность потока, время экспозиции 
и  толщина обрабатываемого слоя [29,92]. 

В экспериментах по инактивации вируса гриппа 
было показано, что для полной инактивации доста-
точно 6 минут без значительного повреждения его 
иммуногенных свойств [95]. 

Для экспериментальных препаратов на основе 
хантавирусов Пуумала, Хантаан и  Добрава/Сочи, 
инактивированных УФ-лучами, при толщине обра-
батываемого слоя 3 мм на расстоянии 24 см от 
источника облучения в течение 3 минут, наблюдали 
индукцию гуморального иммунного ответа у мышей 
BALB/c [30,31]. В исследованиях было показано, 
что хантавирус Син Номбр, обработанный УФ-
лучами в минимальной дозе (5 мВт/см2) в течение 
10  секунд, необходимой для подавления реплика-
ции, индуцировал экспрессию хозяином интерфе-
рон-стимулируемых генов, так же, как и после воз-
действия живого вируса, несмотря на нарушение 
целостности вирусной РНК [87]. При исследовании 
уровня экспрессии белков N, Gn и  Gc хантавиру-
сов методом вестерн-блот было показано, что УФ-
облучение не оказывает значительного влияния на 
них [94]. 

УФ-инактивация вирусов была протестирована 
при разработке экспериментальных ветеринарных 
вакцинных препаратов против геморрагической 
болезни кроликов [96], мышиного лейкоза штамм 
Cas-Br-M [97] и  репродуктивно-респираторно-
го синдрома свиней [98]. УФ-инактивированный 
штамм вируса лейкоза мышей Cas-Br-M (UV-Cas) 
индуцировал сильный клеточный иммунный ответ 
у новорожденных мышей линии NFS/N [97]. Кроме 
того, иммунизация свиней УФ-инактивированным 
препаратом вируса репродуктивно-респираторно-
го синдрома свиней индуцировала вирусспецифи-
ческие и  вируснейтрализующие антитела, которые 
были способны снижать виремию после заражения 
[98]. Однако не все препараты, инактивированные 
УФ-облучением, защищают от вирусной инфекции. 
Летальность среди кроликов, иммунизированных 
УФ-инактивированным препаратом вируса гемор-
рагической болезни кроликов (7,8 мВт/см²), со-
ставила 100  % в  течение 82 ч после заражения 
вирулентным штаммом, при этом антитела отсут-
ствовали [96]. Таким образом, основными пробле-
мами при использовании УФ-лучей остаются риски 
возможного повреждения продуктов или неспособ-
ности проникать в объемные вязкие жидкости [99]. 

Тем не менее, в  настоящее время многие 
из  проблем УФ-облучения становятся решаемы 
благодаря развитию технологий обработки с  ис-
пользованием реакторов. Есть реакторы непре-
рывного потока УФ-С лучей на основе спиральных 
трубок, которые способны инактивировать посто-
ронние агенты в плотных жидкостях, таких как сы-
воротка или плазма крови, при этом одновременно 
уменьшая повреждение белков [100,101]. Благо-
даря наличию длинных спиральных трубок вихри 
Дина обеспечивают непрерывное перемешивание 
жидкости и  равномерно распределяют продолжи-
тельность воздействия на нее непрерывного пото-
ка УФ-С лучей [102]. 

На сегодняшний день ультрафиолетовые лучи 
используются при производстве лицензированной 
антирабической вакцины КОКАВ против вируса бе-
шенства [103].

Инактивация гамма-облучением
Гамма-лучи (γ-лучи)  – вид ионизирующего из-

лучения, обладающий большой проникающей спо-
собностью. Гамма-облучение используют в  каче-
стве инактиватора с  50-х гг. прошлого века. Было 
показано, что именно генетический материал, а не 
белковые и  липидные оболочки, являются основ-
ной мишенью для γ-лучей [104].

Существует два механизма, с помощью которых 
гамма-излучение может инактивировать биологи-
ческий материал: прямое и  непрямое (косвенное) 
действие. Первое заключается в  непосредствен-
ном поглощении энергии излучения биологиче-
скими молекулами, что приводит к  смещению 
электронов и  разрыву ковалентных связей в  мо-
лекулах ДНК и РНК. Непрямое действие – влияние 
на объект активных свободных радикалов Н, ОН, 
НО

2
 и  молекулярных продуктов, например, H

2
O

2
, 

образующихся после разрыва ковалентных свя-
зей, которые повреждают белки, липиды и  другие 
важные компоненты клеток. Гамма-облучение вы-
зывает потерю вирусной инфекционности из-за 
различных повреждений структуры нуклеиновых 
кислот вирусов: разрыв водородных связей; по-
явление сшивок; двухцепочечных разрывов цепей 
РНК, ДНК с  небольшим влиянием на антигенную 
структуру и  целостность белка, в  отличие от хими-
ческих инактиваторов [31]. Количество азотистых 
оснований и  их последовательность в  РНК имеют 
решающее значение для определения чувстви-
тельности вируса к  гамма-облучению: чем больше 
целевых нуклеотидов, тем больше вероятность по-
вреждения генома нуклеиновой кислоты при дан-
ной поглощенной дозе [17]. 

В то же время существует возможность непо-
средственного повреждения вирусных белков при 
гамма-облучении. Это может быть объяснено обрат-
ной зависимостью между дозой облучения и  раз-
мером генома, где уменьшение размера генома 
сопровождается снижением эффективности облу-
чения. Кроме того, при увеличении дозы облучения 
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скорость денатурации вирусных белков будет уве-
личена. С другой стороны, существует вероятность 
выживания патогена в  ответ на снижение инакти-
вирующей дозы. Соответственно, оценка оптималь-
ной дозы инактивации считается одной из основ-
ных задач при приготовлении γ-инактивированных 
вакцин. Помимо размера генома, наличие оболоч-
ки и  размер вирусных частиц также влияют на их 
чувствительность к γ-облучению. Оболочечные ви-
русы, вероятно, более чувствительны к  гамма-об-
лучению, чем безоболочечные. Также крупнораз-
мерные вирусы более чувствительны к  гамма-об-
лучению, чем более мелкие [105]. 

Гамма-облучение было исследовано против ви-
русов ящура, лейкоза Раушера, простого герпеса 
[106], Ласса [107], Suid herpes (болезни Ауески) 
[108], гриппа [109], натуральной оспы [110], Эбо-
лы, Марбурга и Ласса [111].

Вирусы лейкоза Раушера и  простого герпеса 
инактивировались при дозе 25 кГр. Вирус ящура 
был инактивирован дозой 40  кГр и  использован 
в  качестве антигена при приготовлении вакцины, 
которая эффективно защитила крупный рогатый 
скот от заболевания [106]. Гамма-облучение в дозе 
50  кГр широко использовалось для инактивации 
высокопатогенных вирусов: Эбола, Марбург и пти-
чьего гриппа H5N1 [109]. Для экспериментального 
препарата на основе хантавируса Пуумала, инакти-
вированного γ-облучением дозой 0,132 кГр в  те-
чение 4 часов, наблюдали индукцию гуморального 
иммунного ответа у мышей BALB/c и  сирийских 
хомячков [31].

В исследовании McCormick JB. и  др. (1992) 
у  макак-резусов, иммунизированных инактивиро-
ванным гамма-облучением вирусом Ласса, были 
обнаружены антитела против трех основных вирус-
ных белков. Однако после заражения вирулентным 
штаммом у  всех обезьян развилась виремия, что 
привело к  летальному исходу [107]. Это, возмож-
но, было связано с  повреждением иммуногенных 
вирусных эпитопов из-за образования свободных 
радикалов. 

Инактивация вирусов γ-лучами может быть осу-
ществлена в  состоянии глубокой заморозки, что 
снижает образование свободных радикалов за 
счет минимизации радиоактивности воды [112]. 
Для этой цели во время облучения замороженные 
пулы вирусов хранятся на сухом льду, что являет-
ся большим преимуществом данного метода пе-
ред ранее упомянутыми. При использовании этой 
стратегии вирулицидный эффект гамма-облучения 
в первую очередь связан с типом и тяжестью раз-
рушений вирусного генома: разрывы одно- или 
двухцепочечных связей, поперечных связей и  де-
градация нуклеотидов [113]. В проведенном иссле-
довании с вирусом гриппа [109] было установлено, 
что облучение при низких температурах (с исполь-
зованием сухого льда) приводило к  меньшему по-
вреждению вирусной структуры, по сравнению 
с  облучением при комнатной температуре. Кроме 

того, однократная интраназальная иммунизация 
мышей линии BALB/c материалом, облученным 
на сухом льду в дозе 25 или 50 кГр, индуцировала 
сероконверсию и  обеспечивала полную защиту от 
летального заражения вирусом гриппа [109].

На сегодняшний день γ-лучи не используются 
при промышленном производстве инактивирован-
ных цельновирионных вакцин. 

Комбинированный метод инактивации
Существуют исследовательские проекты и  экс-

перименты, направленные на изучение возможно-
стей сочетания различных методов инактивации 
для улучшения ее эффективности и  снижения не-
гативного влияния на иммуногенность вакцины. 

Псорален+УФ
Фотоинактивация в  присутствии определенных 

химических агентов дает возможность инактивиро-
вать вирусы, не влияя на их антигенность. Фото-
химическая инактивация как ДНК-вируса (простого 
герпеса), так и  РНК-вируса (западный лошадиный 
энцефалит) с использованием производных псора-
лена была зарегистрирована более четырех деся-
тилетий назад [114]. 

Псорален – природное соединение класса кума-
ринов, простейший представитель линейных фура-
нокумаринов, являясь фотохимическим веществом 
растительного происхождения, свободно проника-
ет через фосфолипидные мембраны и  ковалентно 
связывается с  нуклеиновыми кислотами. Первич-
ными целями псораленов служат тимидиновые 
остатки в ДНК и урациловые остатки в РНК, эти мо-
лекулы образуют моноаддукты и  межцепочечные 
поперечные межмолекулярные связи. В отсутствие 
УФ-излучения они неактивны, но при воздействии 
длинноволнового УФ-излучения (320–380 нм) псо-
рален ковалентно сшивает остатки пиримидина, что 
приводит к инактивации вируса путем ингибирова-
ния репликации генома. Этот процесс инактивации 
является полным и  необратимым. Было выделено 
несколько производных псоралена и  получено не-
сколько синтетических аналогов с улучшенной рас-
творимостью в воде [115]. Одной из особенностей 
этого метода фотохимической инактивации явля-
ется взаимодействие псоралена только с  нуклеи-
новыми кислотами, сохраняя при этом белковые 
антигены относительно неизмененными [116]. 

Описано применение синтетического производ
ного псоралена 4››-аминометил-4,5›,8-триметилпсо
рален гидрохлорида (АМТ) для полного подавления 
репликации ротавируса в культуре клеток. Концен-
трация АМТ, необходимая для инактивации ротави-
русного препарата составляла 10 мкг/мл в течение 
50 мин или 40 мкг/мл в течение 10 мин, при этом 
сохраняя его антигенные структуры и  способность 
к  гемагглютинации [115]. Этот метод позволил по-
лучить структурно неповрежденные, но нереплици-
рующиеся ротавирусные частицы. Для инактивации 
других вирусов АМТ использовали в концентрации: 
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5–10 мкг/мл – для вируса иммунодефицита челове-
ка [117,118], 12 мкг/мл, добавляемых три раза в те-
чение 1 часа, – для аденовируса [119], 25 мкг/мл –  
для вируса саркомы Рауса [120].

RC Maves и др. (2010) сообщали об иммуноген-
ности инактивированного псораленом вируса Ден-
ге у мышей и приматов. У мышей, иммунизирован-
ных AMT-инактивированным вирусом, Т-клеточный 
ответ оказался аналогичным ответу на введение 
живого вируса [121]. 

В настоящее время изучают возможность ис-
пользования псоралена для разработки инактиви-
рованной четырехвалентной вакцины против ви-
руса Денге. Моновалентные и  четырехвалентные 
вакцины против вируса Денге, инактивированные 
псораленом, формируют у  мышей сопоставимые 
или более высокие титры нейтрализующих анти-
тел, по сравнению с  вакцинами, инактивирован-
ными формалином. Аналогичный результат проде-
монстрирован и у нечеловеческих приматов: после 
иммунизации четырехвалентной вакциной, инакти-
вированной псораленом, наблюдали существенно 
более высокие титры антител ко всем серотипам 
вируса Денге, по сравнению с вакциной, инактиви-
рованной формалином. Это подтверждает важную 
роль сохранности эпитопов оболочки вируса при 
инактивации псораленом [15].

Заключение
Каждый метод инактивации имеет свои преиму-

щества и  недостатки. Формальдегид, хоть и  много 
лет используется в  производстве вакцин, имеет 
ряд недостатков: продолжительный срок инактива-
ции от 15 дней и  более; обратимость его реакции 
с аминогруппами, что означает возможное восста-
новление инфекционной активности возбудителя 

при удалении избытка реагента из смеси или при 
ее разбавлении. БПЛ может воздействовать не-
посредственно на вирусную нуклеиновую кислоту 
и  блокировать репликацию вируса, не повреждая 
структуру и функции поверхностных белков. Кроме 
того, способность быстро гидролизоваться до не-
токсичной 3-гидроксипропионовой кислоты, а  так-
же непродолжительный срок инактивации являются 
его несомненными преимуществами. Альтернатив-
ными инактиваторами рассматриваются УФ- и гам-
ма-облучение, а  также H

2
O

2
. УФ-облучение необ-

ратимо воздействует на вирусные нуклеиновые 
кислоты, приводя к образованию димеров цикло-
бутан-пиримидина и  лишая вирус инфекционно-
сти. УФ-лучи воздействуют и  на вирусные белки, 
однако иммуногенные поверхностные эпитопы 
сохраняются. Гамма-облучение воздействует пре-
имущественно на генетический материал вируса, 
минимально повреждая его белки. Оно включает 
в  себя прямой и  косвенный механизмы повреж-
дения облучаемого материала. H

2
O

2
 быстро и не-

обратимо инактивирует РНК и ДНК вирусов с ми-
нимальным повреждением антигенной структуры, 
сохраняя способность к индукции как клеточного, 
так и гуморального иммунитета. При воздействии 
длинноволнового ультрафиолетового излучения 
псорален сохраняет поверхностные антигенные 
эпитопы, поскольку инактивация достигается на 
уровне нуклеиновых кислот, а  не на уровне бел-
ков. 

На сегодняшний день основными инактиватора-
ми в производстве лицензированных цельновири-
онных вакцин остаются формалин и БПЛ, вероятно, 
ввиду сложности и  затратности перерегистрации 
уже существующих, а  также регистрации новых 
вакцинных препаратов.
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