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Оценка энергетической эффективности схем  
неадиабатической ректификации смеси ацетон–толуол–н-бутанол 
с использованием экстрактивного агента в первой колонне
П.С. Клаузнер, Д.Г. Рудаков, Е.А. Анохина, А.В. Тимошенко

МИРЭА – Российский технологический университет (Институт тонких химических технологий 
им. М. В. Ломоносова), Москва, 119571 Россия 
Автор для переписки, e-mail: klauzner@mirea.ru

Аннотация

Цели. Исследовать эффективность применения различных вариантов организации  
процесса недиабатической ректификации при разделении смеси ацетон–толуол–н-бутанол  
экстрактивной ректификацией с диметилформамидом в схеме с использованием  
экстрактивного агента в первой колонне.
Методы. Математическое моделирование проводилось в программном комплексе  
Aspen Plus v. 12.1. Для моделирования парожидкостного равновесия применяли уравнение 
локальных составов Non-Random Two Liquid. Параметрическая оптимизация неадеаба-
тических схем проводилась по критерию приведенных энергетических затрат.
Результаты. На основе схемы экстрактивной ректификации смеси ацетон–толуол–н-бутанол 
с использованием разделяющего агента в первой колонне было рассмотрено четыре  
варианта организации схем неадиабатической ректификации, как с применением  
повышения температуры потоков за счет сжатия в компрессоре, так и без него.
Выводы. Показано, что применение неадиабатических схем в экстрактивной  
ректификации смеси ацетон–толуол–н-бутанол с диметилформамидом позволяет  
снизить приведенные энергетические затраты на 11–17%, при этом максимальное  
снижение энергозатрат достигается в схеме с использованием компрессора. Однако  
эффективность схем без компрессора ниже незначительно, но технологическое  
оформление таких решений существенно проще.

УДК 660:51.001.57+66

https://doi.org/10.32362/2410-6593-2023-18-1-7-20

7

© Клаузнер П.С., Рудаков Д.Г., Анохина Е.А., Тимошенко А.В., 2023

ISSN 2410-6593 (Print), ISSN 2686-7575 (Online)

ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ ХИМИЧЕСКОЙ ТЕХНОЛОГИИ

THEORETICAL BASES OF CHEMICAL TECHNOLOGY

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2023;18(1):7–20

НАУЧНАЯ СТАТЬЯ

mailto:klauzner@mirea.ru
mailto:pletneva@mirea.ru 
https://doi.org/10.32362/2410-6593-2023-18-1-7-20


Оценка энергетической эффективности схем неадиабатической ректификации смеси ...

8

Tonkie Khimicheskie Tekhnologii = Fine Chemical Technologies. 2023;18(1):7–20

RESEARCH  ARTICLE

Ключевые слова: экстрактивная ректификация, теплоинтеграция, недиабатическая 
ректификация, энергосбережение

Для цитирования: Клаузнер П.С., Рудаков Д.Г., Анохина Е.А., Тимошенко А.В. Оценка энергетической эффективности 
схем неадиабатической ректификации смеси ацетон–толуол–н-бутанол с использованием экстрактивного агента в первой  
колонне. Тонкие химические технологии. 2023;18(1):7–20. https://doi.org/10.32362/2410-6593-2023-18-1-7-20

Energy efficiency of diabatic distillation schemes  
for an acetone–toluene–n-butanol mixture with an entrainer  
in the first column
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MIREA – Russian Technological University (M.V. Lomonosov Institute of Fine Chemical Technologies), 
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Abstract

Objectives. To investigate the effectiveness of various options for organizing the process of 
diabatic distillation in the separation of a mixture of acetone–toluene–n-butanol by extractive 
distillation (ED) with dimethylformamide as an entrainer in a scheme where an entrainer is used 
in the first column.
Methods. Mathematical modeling in the Aspen Plus v. 12.1 software package was used as the 
primary research method. The local Non-Random Two Liquid composition equation was used as 
a model for describing vapor–liquid equilibrium. Parametric optimization of diabatic schemes was 
carried out according to the criterion of reduced energy costs.
Results. Based on ED scheme for an acetone–toluene–n-butanol mixture with an entrainer in the 
first column, four options for organizing diabatic distillation schemes were considered, both with 
and without increasing the temperature of the flows due to compression.
Conclusion. It is shown that the use of diabatic schemes in the ED of an acetone–toluene–n-butanol 
mixture with dimethylformamide can decrease energy consumption by 11–17%. While the 
maximum reduction in energy consumption is achieved in a scheme using a compressor, the 
efficiency of schemes without a compressor is slightly lower. Nevertheless, the technological 
design of the latter is much simpler.

Keywords: extractive distillation, heat integration, diabatic distillation, energy saving
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ВВЕДЕНИЕ

Экстрактивная ректификация (ЭР) – широко 
применяемый в крупнотоннажных процессах 
основного органического и нефтехимиче- 
ского синтеза метод разделения азеотропных  
смесей и смесей компонентов с относительной 
летучестью, близкой к 1. Как и обычная 
ректификация, этот процесс характеризируется 
низкой термодинамической эффективностью, 
поэтому снижение энергетических затрат на 
его реализацию является важной задачей. Для 
повышения энергетической эффективности 
ЭР существует ряд методов, среди которых 
можно отметить подбор разделяющих агентов 
с высокой селективностью [1], оптимиза- 
цию схем разделения [2], а также различные  
варианты внутренней и внешней теплоинтеграции.

К внутренней теплоинтеграции в публикациях 
[3–5] относят применение комплексов с частично 
и полностью связанными тепловыми и материаль- 
ными потоками. К настоящему времени исследо- 
вано применение комплексов со связанными тепло-
выми и материальными потоками в ЭР различных 
смесей [6–9], предложен эмпирический критерий  
для предварительной оценки энергетической эф-
фективности комплексов с частично связанными 
тепловыми и материальными потоками в ЭР [10]  
и алгоритмы их оптимизации [9]. Применение в 
ЭР комплекса с полностью связанными тепло-
выми и материальными потоками рассматри- 
вается, например, в работах [11, 12].

Внешняя теплоинтеграция может быть реали-
зована за счет организации обогрева кипятильника 
одной колонны теплом, отводимым в конденсаторе 
другой колонны, а необходимая для осуществле-
ния теплообмена разница температур достига- 
ется за счет подбора давления в колоннах. Такие 
методы рассмотрены в работах [13–15]. Другим  
вариантом осуществления внешней теплоинтегра-
ции является применение тепловых насосов, рас- 
смотренное, к примеру, в работах [16–19]. 

Интересным вариантом теплоинтеграции явля-
ется применение комплексов типа HIDiC (heat 
integrated distillation column). Вместо передачи  
теплоты с верха колонны в куб, как в тепловом  
насосе, теплопередача в HIDiC осуществляется  
между тарелками отгонной и укрепляющей секций  
колонны, обеспечивая непрерывный или ступен-
чатый подвод или отвод теплоты в каждой из  
секций. В этом случае, для обеспечения положит- 
ельной разности температур между соответ-
ствующими тарелками укрепляющая секция должна 
работать при более высоком давлении, чем отгон-
ная секция. 

Концепция внутренней теплоинтеграции 
подробно рассмотрена авторами [20] в 1977 г. 
Применение таких схем в процессах ЭР рассмотрено 
в работах [21, 22]. Эффективность схем HIDiC была 
проверена и подтверждена экспериментально [23]. 
Однако обеспечение эффективного теплообмена 
между секциями является достаточно сложной 
конструкционной задачей. В различных работах 
предлагается использовать концентрические, 
многотрубные, разделенные перегородками с 
теплообменными панелями [24] или иные [25] кон-
фигурации. Дополнительные трудности практиче-
ской реализации схем с HIDiC связаны со сложной 
управляемостью процесса [26].

Еще одним возможным вариантом осуще-
ствления теплоинтеграции является применение 
схем неадиабатической ректификации. Они под-
разумевают внешний подвод (или отвод) теплоты 
на тарелки колонн за счет интеграции тепла 
потоков между различными аппаратами схемы. 
Преимуществом таких решений по сравнению с 
комплексами HIDiC является простота органи- 
зации теплоинтергации – для нее достаточно 
стандартного теплообменного оборудования. По 
сравнению со схемами с применением тепловых 
насосов, схемы неадиабатической ректификации 
позволяют использовать компрессоры с меньшей 
степенью сжатия, а в ряде случаев обходиться  
без них. Однако применение схем неадиабати- 
ческой ректификации в данный момент рассмо-
трено явно недостаточно [27].

Цель работы заключается в оценке энерге-
тической эффективности схем неадиабатической 
ректификации в процессе ЭР смеси ацетон–
толуол–н-бутанол с диметилформамидом (ДМФА) 
в качестве разделяющего агента. Смесь ацетон–
толуол–н-бутанол – это смесь растворителей, 
применяемых при производстве стабилина-9, 
который используется в качестве термостабили-
затора полиамида. Система азеотропна. В ней име-
ется один азеотроп с минимумом температуры 
кипения в бинарной составляющей толуол–н-бутанол. 
В исследовании Л.А. Пирог1 для разделения  
данной смеси предложено использовать ЭР с  
тяжелокипящим разделяющим агентом ДМФА.  
В настоящей работе будут рассмотрены схемы 
неадиабатической ректификации, полученные  
на основе одной из двух возможных схем разде- 
ления, предложенных Пирог. Схема представлена  
на рис. 1. 

1  Пирог Л.А. Оценка эффективности агентов 
при разделении неидеальных смесей экстрактивной 
ректификацией: дис. … канд. техн. наук. М. 1987. 204 с. 
[Pirog L.A. Evaluation of efficiency agents in the separation of 
non-ideal mixtures of extractive distillation. Cand. Sci. Thesis 
(Eng.). Moscow; 1987. 204 p. (in Russ.).]
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РАСЧЕТНАЯ ЧАСТЬ

В качестве основного метода исследования 
применяли математическое моделирование и вычи-
слительный эксперимент, все расчеты проводили 
в программном комплексе Aspen Plus v.12.1  
(Aspen Technology, США). Моделирование и 
оптимизация традиционной схемы ЭР смеси 
ацетон–толуол–н-бутанол с ДМФА, представлен- 
ной на рис. 1, были проведены в диссертации  
Е.А. Анохиной2. Эти данные были взяты нами в 
качестве исходных для разработки схем неади-
абатической ректификации. В качестве модели 
описания парожидкостного равновесия в системе 
ацетон–толуол–н-бутанол–ДМФА выбрано уравне-
ние Non-Random Two Liquid (NRTL) с параметрами, 
опубликованными в работе Анохиной (сноска 2).

Мы рассмотрели разделение исходной  
смеси, содержащий 71.3 мас. % ацетона, 14.7 мас. %  
толуола и 14.0 мас. % н-бутанола. Скорость 
подачи питания – 1000 кг/ч, температура 61.8 °С,  
давление – 101.3 кПа. Давление верха колонн 
было принято равным 101.3 кПа, рассматривались 

2  Анохина Е.А. Экстрактивная ректификация 
в комплексах с частично связанными тепловыми и 
материальными потоками: дис. … д-ра техн. наук. 
М. 2020. 549 с. [Anokhina E.A. Extractive distillation in  
complexes with partially coupled heat and material flows. Dr. 
Sci. Thesis (Eng.). Moscow; 2020. 549 p. (in Russ.).]

колонны с теоретическими тарелками. Расчеты 
выполнялись в проектно-поверочном режиме с 
закрепленным качеством продуктовых потоков. 
Концентрацию ацетона и н-бутанола в продукто-
вых потоках задавали постоянной и равной 99.5 мас. %;  
концентрацию толуола равной 99.6 мас. %; 
концентрацию ДМФА равной 99.99 мас. %  Рабочие 
параметры традиционной схемы представлены в 
табл. 1.

Одним из ключевых условий для организации 
схем неадиабатической ректификации является раз-
ность температуры ΔT потока, теплоту которого 
предполагается использовать (источник тепла), и 
температуры на тарелках отгонной секции колонн, 
в которые это тепло направлено (приемник тепла),  
достаточной для обеспечения движущей силы тепло- 
обмена. Исходя из этого, при моделировании 
схем ΔT между источником и приемником тепла 
принимали равной не менее 10 °С. Для предваритель- 
ной оценки возможности реализации схемы неади- 
абатической ЭР с заданными параметрами тепло-
обмена и выбора необходимой степени сжатия Ecomp 
в компрессоре, необходимо провести оценку темпе- 
ратурных профилей всех колонн традиционной  
схемы. Температурные профили представлены на рис. 2.

Видно, что наиболее высокие температуры 
наблюдаются в укрепляющей секции колонны К3. 
Температуры верха колонн К1 и К2 достаточно 
близки, однако дистиллят колонны К2 содержит 
практически чистый ацетон, в то время как 
дистиллят колонны К1 – смесь ацетона и толуола. 
При использовании такого потока для обеспечения 
переноса тепла может изменяться его состав,  
что в свою очередь повлечет изменение режима 
работы колонны К2, поэтому синтез схем 
неадиабатической ректификации проводится с 
использованием только верхних потоков пара 
колонн К2 и К3. На основе анализа профилей  
можно предложить следующие варианты неади-
абатических схем ЭР:

Схема I. Для обогрева колонны К2 приме- 
няется паровой поток верха колонны К3. В данном 
случае температура потока достаточна, чтобы 
обеспечить передачу тепла без использования 
компрессора (рис. 3a).

Cхема II. Обогрев колонны К1 осуществля- 
ется паровым потоком верха колонны К3. Подвод 
тепла к 24-й тарелке возможен без применения 
компрессора, для подвода тепла ниже необходимо 
повышение температуры за счет сжатия пара в 
компрессоре со степенями сжатия от Ecomp = 1.1 до 
Ecomp = 2.0 (рис. 3b).

Схема III. Обогрев колонны К1 паровым  
потоком верха колонны К2. При этом степени  
сжатия пара в компрессоре должны быть  
больше 3.1 (рис. 3c).

Рис. 1. Традиционная схема ЭР смеси  
ацетон–толуол–н-бутанол с разделяющим агентом ДМФА: 

Здесь и далее: К1 – колонна ЭР; К2 – колонна выделения 
ацетона; К3 – колонна регенерации разделяющего 

агента; 1 – разделяющий агент ДМФА; 2 – исходная 
смесь; 3 – ацетон; 4 – толуол, 5 – н-бутанол.

Fig. 1. Conventional scheme of extractive distillation 
for an acetone–toluene–n-butanol mixture with 

dimethylformamide (DMF) as an entrainer: Hereinafter: 
K1 – extractive distillation column, K2 – acetone–toluene 
separation column, K3 – entrainer regeneration column; 
1 – entrainer (DMF); 2 – feed; 3 – acetone; 4 – toluene, 

5 – n-butanol.
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Таблица 1. Рабочие параметры традиционной схемы ЭР (см. сноску 2)
Table 1. Operating parameters of conventional extractive distillation scheme (Footnote 2)

Параметры
Parameters К1 К2 К3

Ntotal 32 14 44

NF 23 8 10

NS 10 − −

Qreb, кВт
Qreb, kW 200 151 59.3

Qcond, кВт
Qcond, kW 185 148 59.1

R 0.55 0.46 1.6

Tcond, °С 58.7 56.2 117.8

Treb, °C 135.7 110.2 151.8

S, кг/ч
S, kg/h 190.68 − −

TS, °С 60 − −

Qtotal, кВт
Qtotal, kW 410

Примечание: К1 – колонна ЭР; К2 – колонна выделения ацетона; К3 – колонна регенерации разделяющего агента;  
Ntotal – суммарное число тарелок в колонне; NF – номер тарелки питания в колонне; NS – номер тарелки с разделяющим 
агентом в колонне; Qreb – тепловая нагрузка кипятильника; Qcond – тепловая нагрузка конденсатора; R – флегмовое число; 
Tcond – температура конденсатора; Treb – температура кипятильника; S – расход разделяющего агента; TS – температура 
разделяющего агента; Qtotal – суммарная тепловая нагрузка.

Note: K1 is the extractive distillation column; K2 is the acetone separation column; K3 is the entrainer regeneration column; 
Ntotal is the total number of plates in a column; NF is the feed plate number in a column; NS is the number of the plate with the  
entrainer in a column; Qreb is the reboiler heat duty; Qcond is the condenser heat duty; R is the reflux ratio; Tcond is the condenser 
temperature; Treb is the reboiler temperature; S is the entrainer flow rate; TS is the entrainer temperature; Qtotal is the total heat duty.

Рис. 2. Температурные профили колонн традиционной схемы ЭР: (a) колонна К1, (b) колонна K2, (c) колонна К3.
Fig. 2. Temperature profiles of columns of conventional extractive distillation scheme: (a) column К1, (b) column K2,  

(c) column К3.

(а) (b) (c)
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Схема IV. Обогрев колонны К1 паровыми 
потоками верха колонн К2 и К3. Так как 
«горячие» компрессоры являются дорогостоящим 
оборудованием, применение более чем одного 
компрессора в схеме, вероятно, будет экономи- 
чески нецелесообразно. Поэтому рассмотрен 
вариант, при котором теплота парового 
потока колонны К3 подводится к 24-й тарелке  
колонны К1, а компрессор установлен только  
на паровом потоке колонны К2 (рис. 3d).

Вышеперечисленные варианты неадиабатиче-
ских схем представлены на рис. 3. В схемах, где 
применяется компрессор, для предотвращения 
возможной кавитации перед ним установлен 
дополнительный подогреватель, тепловая нагрузка 
которого обозначена QPH.

Как и в схемах с тепловыми насосами, в 
неадиабатических схемах присутствуют «горячие» 
компрессоры и дополнительное теплообменное 
оборудование, при этом для привода компрессора 
обычно применяется электродвигатель. В случае 
применения тепловых насосов в процессах 
ректификации авторы [28] предложили простую 

формулу для оценки энергетической эффективности 
через приведенные энергетические затраты (Qcons):

Qcons = Qtotal + 3Wcomp,                                                      (1)

где Qtotal – суммарные энергетические затраты в 
кипятильниках колонн, кВт, а Wcomp – потребляемая 
компрессором мощность, кВт.

Этот метод можно использовать и для оценки 
энергетических затрат в других схемах ректифи-
кации, включающих в себя компрессоры, в том  
числе и в неадиабатических схемах.

Оптимизация неадиабатических схем прово-
дилась по критерию приведенных энергозатрат 
Qcons. При этом параметрами оптимизации  
являлись: положение тарелки подвода тепла к отгон- 
ной секции колонны NHE; количество подводи- 
мого тепла QHE, а также необходимая для обеспече-
ния принятого значения ΔT степень сжатия пара 
в компрессоре Ecomp. Сама процедура оптими- 
зации, однако, имела некоторые различия для каж- 
дой из рассматриваемых схем. Так, в Схеме I  

(а) (b)

(c) (d)

Рис. 3. Неадиабатические схемы ЭР: (a) Схема I, (b) Схема II, (c) Схема III, (d) Схема IV.
Fig. 3. Diabatic extractive distillation schemes: (a) Scheme I, (b) Scheme II, (c) Scheme III, (d) Scheme IV.
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температура потока, выходящего сверху колонны К3 
(Tcond = 117.8 °C), позволяет обеспечить подвод 
тепла к любой из тарелок колонны К2, при этом  
может быть использована вся теплота, отдаваемая  
потоком при полной конденсации, – 59.1 кВт.  
Таким образом, оптимизация данной схемы  
сводится к подбору оптимального положения 
тарелки подвода тепла NHE. Результат такого  
подбора представлен в табл. 2.

Можно видеть, что наиболее эффективным 
оказывается подвод тепла к нижней тарелке  
колонны. При подводе тепла к тарелкам отгонной 
секции, расположенным выше 13-й, флегмовое  
число в колонне несколько возрастает, как и  

нагрузка на кипятильник, однако значительного 
влияния на режим работы колонны при этом  
не наблюдается. Оптимальные рабочие пара- 
метры Схемы I приведены в табл. 3.

В Схеме II (рис. 3b) подвод тепла верхнего  
потока колонны К3 без применения компрес- 
сора возможен только к верхней (24-й) тарелке 
отгонной секции колонны К1, этот случай в  
табл. 4 приведен как Ecomp = 1. В остальных  
случаях для достижения необходимой разницы 
температур необходимо повышать давление 
и определять необходимые степени сжатия. 
Из формулы (1) следует, что максимальная 
энергетическая эффективность будет достигнута 

Таблица 2. Оптимизация рабочих параметров неадиабатической Схемы I
Table 2. Optimization of operation parameters for diabatic Scheme I

NHE
QHE, кВт
QHE, kW

Qreb
K2, кВт

Qreb
K2, kW RK2

9 59.1 93.80 0.48

10 59.1 92.26 0.47

11 59.1 91.87 0.46

12 59.1 91.74 0.46

13 59.1 91.66 0.46

Примечание: NHE – номер тарелки подвода тепла в теплообменнике; QHE – тепловая нагрузка теплообменника; 
К2 – колонна выделения ацетона; Qreb

K2 – тепловая нагрузка кипятильника в К2; RK2 – флегмовое число в К2.
Note: NHE is the heat supply plate number in the heat exchanger; QHE is the exchanger heat duty; K2 is the acetone separation 

column; Qreb
K2 is the reboiler heat duty in K2; RK2 is the reflux ratio in K2.

Таблица 3. Оптимальные рабочие параметры неадиабатической Схемы I
Table 3. Optimal operation parameters for diabatic Scheme I

Параметры
Parameters К1 К2 К3

Ntotal 32 14 44

NHE − 13 −

Qreb, кВт
Qreb, kW 200 91.7 59.3

R 0.55 0.46 1.6

QНЕ, кВт
QНЕ, kW − 59.1 −

Qcons, кВт
Qcons, kW 351

Примечание: Ntotal – суммарное число тарелок в колонне; NHE – номер тарелки подвода тепла в теплообменнике;  
Qreb – тепловая нагрузка кипятильника; R – флегмовое число; QНЕ – тепловая нагрузка теплообменника; Qcons – приведенные 
энергозатраты схемы с теплоинтеграцией.

Note: Ntotal is the total number of plates in the column; NHE is the heat supply plate number in the heat exchanger; Qreb is  
the reboiler heat duty; R is the reflux ratio; QHE is the exchanger heat duty; Qcons is the reduced energy consumption in the  
scheme with thermal integration.
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при минимальном Wcomp, а соответственно, и 
минимальной Ecomp, при которой обеспечивается 
необходимая разница температур. Следует отметить, 
что при Ecomp = 2 возможен подвод тепла уже  
в кипятильник колонны К1, то есть реализация  
адиабатической схемы с тепловым насосом. 
Результаты оптимизации представлены в табл. 4. 

Можно видеть, что максимальное снижение 
нагрузки на кипятильник колонны достигается  
при подводе тепла к 30-й тарелке, однако 
наименьшими приведенными энергозатратами 
характеризуется вариант с подводом тепла на  
24-ю тарелку и без компрессора. Рабочие пара- 
метры этого варианта предствлены в табл. 5.

Таблица 5. Оптимальные рабочие параметры неадиабатической Схемы II
Table 5. Optimal operation parameters for diabatic Scheme II

Параметры
Parameters К1 К2 К3

Ntotal 32 14 44

NHE 24 − −

Qreb, кВт
Qreb, kW 134 151 59.3

R 0.50 0.46 1.6

QНЕ, кВт
QНЕ, kW 59.1 − −

Qcons, кВт
Qcons, kW 344

Примечание: Ntotal – суммарное число тарелок в колонне; NHE – номер тарелки подвода тепла в теплообменнике;  
Qreb – тепловая нагрузка кипятильника; R – флегмовое число; QНЕ – тепловая нагрузка теплообменника; Qcons – приведенные 
энергозатраты схемы с теплоинтеграцией.

Note: Ntotal is the total number of plates in the column; NHE is the heat supply plate number in the heat exchanger; Qreb is the 
reboiler heat duty; R is the reflux ratio; QHE is the exchanger heat duty; Qcons is the reduced energy consumption in the scheme  
with thermal integration.

Таблица 4. Оптимизация рабочих параметров неадиабатической Схемы II
Table 4. Optimization of operation parameters for diabatic Scheme II

Ecomp
Wcomp, кВт
Wcomp, kW NHE

QHE, кВт
QHE, kW

Qreb
K1, кВт

Qreb
K1, kW

QPH, кВт
QPH, kW

Qcons, кВт
Qcons, kW

1.0 0 24 59.1 134.0 0 134.0

1.1 0.6 25 59.3 132.6 0.4 134.8

1.2 1.1 26 58.2 133.0 0.4 136.7

1.3 1.6 27 58.0 132.8 0.4 138.0

1.4 2.1 28 57.5 132.6 0.4 139.3

1.5 2.5 30 57.4 132.0 0.6 140.1

1.7 3.3 31 56.9 132.1 0.7 142.7

2.0 4.4 32 56.7 131.3 0.9 145.4

Примечание: Ecomp – степень сжатия компрессора; Wcomp – потребляемая мощность компрессора; NHE – номер  
тарелки подвода тепла в теплообменнике; QHE – тепловая нагрузка теплообменника; К1 – колонна ЭР; Qreb

K1 – тепловая 
нагрузка кипятильника К1; QPH – тепловая нагрузка в предподогревателе; Qcons – приведенные энергозатраты схемы с  
теплоинтеграцией.

Note: Ecomp is the compressor compression ratio; Wcomp is the compressor power consumption; NHE is the heat supply  
plate number in the heat exchanger; QHE is the exchanger heat duty; K1 is the extractive distillation column; Qreb

K1 is the  
reboiler heat duty in K1; QPH is the heat duty in the preheater; Qcons is the reduced energy consumption in the scheme with  
thermal integration.
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Аналогично проводилась оптимизация Схемы III  
(рис. 3c), однако было установлено, что для 
каждой тарелки NHE существует предельное 
количество подведенной теплоты QHE

max, выше  
которого получение дистиллята заданного качества 
становится невозможным. При этом, чем выше 
в колонне расположена тарелка NHE, тем меньше 
величина QHE

max. Вероятно, это связано с тем, что 
при фиксированном NHE с ростом QHE происходит 
увеличение суммарной концентрации н-бутанола  
и ДМФА на тарелках укрепляющей секции,  
причем, чем ближе к экстрактивной секции распо- 
ложен уровень подвода тепла, тем заметнее влия- 
ние QHE на эту концентрацию.

Результаты оптимизации представлены в табл. 6, 
а оптимальные рабочие параметры – в табл. 7.

Как уже упоминалось, при моделировании 
Схемы IV (рис. 3d) было принято, что в схеме 
используется только один компрессор. Так как 
подвести теплоту парового потока колонны К3  
без дополнительного сжатия возможно только  
на 24-ю тарелку, то мы имеем закрепленное значе- 
ние номера тарелки подачи первого потока NHE

1. 
Тогда при оптимизации необходимо определить  
оптимальное положение тарелки подвода тепло-
ты от парового потока колонны К2 – NHE

2, степень  
сжатия Ecomp, а также оптимальное соотношение 
первого и второго тепловых потоков QHE

1 и QHE
2. 

В данном случае оптимизацию производили 
посредством комбинации методов последователь-
ного квадратичного программирования и утилиты 
автоматического перебора Sensitivity Analysis,  
встроенных в программный комплекс Aspen Plus. 
Результат оптимизации представлен в табл. 8,  
а оптимальные рабочие параметры – в табл. 9.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе проведенных исследований были 
рассмотрены четыре различных варианта тепло-
интеграции между колоннами схемы ЭР смеси 
ацетон–толуол–н-бутанол с ДМФА в качестве  
разделяющего агента. Сопоставление предложен- 
ных схем неадиабатической ректификации с тради-
ционной схемой ЭР из двух отборных колонн  
по критерию приведенных энергозатрат представ-
лено в табл. 10. Снижение приведенных энерго- 
затрат ∆Qcons рассчитывали по формуле:

∆Qcons = (Qtotal − Qcons) / Qtotal × 100%,                           (2)

где: Qtotal – суммарные энергетические затраты в 
кипятильниках колонн традиционной схемы ЭР, 
а Qcons – приведенные энергозатраты схемы с 
теплоинтеграцией.

Таблица 6. Оптимизация рабочих параметров неадиабатической Схемы III
Table 6. Optimization of operation parameters for diabatic Scheme III

Ecomp
Wcomp, кВт
Wcomp, kW NHE

QHE, кВт
QHE, kW

Qreb
K1, кВт

Qreb
K1, kW

QPH, кВт
QPH, kW

Qcons, кВт
Qcons, kW

3.0 15.2 24 61.7 133.2 0.5 179.3

4.0 19.5 26 75.5 119.3 0.5 178.3

4.3 20.9 27 84.8 109.6 0.5 172.8

4.6 21.7 28 97.4 97.4 0.6 163.1

4.8 26.5 29 114.9 79.6 0.7 159.8

5.0 32.6 30 137.4 55.9 0.8 154.5

5.4 34.3 31 136.5 62.4 0.8 166.1

6.3 37.8 32 134.5 65.5 0.8 179.7

Примечание: Ecomp – степень сжатия компрессора; Wcomp – потребляемая мощность компрессора; NHE – номер  
тарелки подвода тепла в теплообменнике; QHE – тепловая нагрузка теплообменника; К1 – колонна ЭР; Qreb

K1 – тепловая 
нагрузка кипятильника К1; QPH – тепловая нагрузка в предподогревателе; Qcons – приведенные энергозатраты схемы с  
теплоинтеграцией.

Note: Ecomp is the compressor compression ratio; Wcomp is the compressor power consumption; NHE is the heat supply  
plate number in the heat exchanger; QHE is the exchanger heat duty; K1 is the extractive distillation column; Qreb

K1 is the  
reboiler heat duty in K1; QPH is the heat duty in the preheater; Qcons is the reduced energy consumption in the scheme with  
thermal integration.
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Таблица 7. Оптимальные рабочие параметры неадиабатической Схемы III
Table 7. Optimal operation parameters for diabatic Scheme III

Параметры
Parameters К1 К2 К3

Ntotal 32 14 44

NHE 30 − −

Qreb, кВт
Qreb, kW 55.9 151 59.3

R 0.50 0.46 1.6

QНЕ, кВт
QНЕ, kW 137.4 − −

QPH, кВт
QPH, kW 0.8 − −

Ecomp 5.0 − −

Wcomp, кВт
Wcomp, kW 32.6 − −

Qcons, кВт
Qcons, kW 365

Примечание: Ntotal – суммарное число тарелок в колонне; NHE – номер тарелки подвода тепла в теплообменник;  
Qreb – тепловая нагрузка кипятильника; R – флегмовое число; QНЕ – тепловая нагрузка теплообменника; QPH – тепловая  
нагрузка в предподогревателе; Ecomp – степень сжатия компрессора; Wcomp – потребляемая мощность компрессора;  
Qcons – приведенные энергозатраты схемы с теплоинтеграцией.

Note: Ntotal is the total number of plates in the column; NHE is the heat supply plate number in the heat exchanger; Qreb is 
the reboiler heat duty; R is the reflux ratio; QHE is the exchanger heat duty; QPH is the heat duty in the preheater; Ecomp is the  
compressor compression ratio; Wcomp is the compressor power consumption; Qcons is the reduced energy consumption in the  
scheme with thermal integration.

Таблица 8. Оптимизация рабочих параметров неадиабатической Схемы IV
Table 8. Optimization of operation parameters for diabatic Scheme IV

Ecomp
Wcomp, кВт
Wcomp, kW NHE

2 QHE
1, кВт

QHE
1, kW

QHE
2, кВт

QHE
2, kW

Qreb
K1, кВт

Qreb
K1, kW

QPH, кВт
QPH, kW

Qcons, кВт
Qcons, kW

3.5 17.4 25 27 35 126 0.8 178

4 19.4 26 16 55 123 0.8 181

4.3 20.5 27 14 76 113 0.8 175

4.6 21.5 28 16 93 99 0.8 164

4.8 24.8 29 13 105 83 0.8 157

5 32.6 30 25 136 31.7 0.8 130

5.4 34.2 31 27 136 37 0.8 140

Примечание: Ecomp – степень сжатия компрессора; Wcomp – потребляемая мощность компрессора; NHE
2 – номер тарелки 

подачи второго потока в теплообменник; QHE
1 – тепловая нагрузка первого потока в теплообменнике; QHE

2 – тепловая 
нагрузка второго потока в теплообменнике; К1 – колонна ЭР; Qreb

K1 – тепловая нагрузка кипятильника К1; QPH – тепловая 
нагрузка в предподогревателе; Qcons – приведенные энергозатраты схемы с теплоинтеграцией.

Note: Ecomp is the compressor compression ratio; Wcomp is the compressor power consumption; NHE
2 is the second flow plate 

number in the heat exchanger; QHE
1 is the first flow heat duty in the heat exchanger; QHE

2 is the second flow heat duty in the heat 
exchanger; K1 is the extractive distillation column; Qreb

K1 is the reboiler heat duty in K1; QPH is the heat duty in the preheater;  
Qcons is the reduced energy consumption in the scheme with thermal integration.
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Таблица 9. Оптимальные рабочие параметры неадиабатической Схемы IV
Table 9. Optimal operation parameters for diabatic Scheme IV

Параметры
Parameters К1 К2 К3

Ntotal 32 14 44

NHE 24/31 − −

Qreb, кВт
Qreb, kW 31.7 151 59.3

R 0.49 0.46 1.6

QНЕ, кВт
QНЕ, kW 137/25 − −

QPH, кВт
QPH, kW 0.8 − −

Ecomp 5.0 − −

Wcomp, кВт
Wcomp, kW 32.6 − −

Qcons, кВт
Qcons, kW 341

Примечание: Ntotal – суммарное число тарелок в колонне; NHE – номер тарелки подвода тепла в теплообменнике;  
Qreb – тепловая нагрузка кипятильника; R – флегмовое число; QНЕ – тепловая нагрузка теплообменника; QPH – тепловая  
нагрузка в предподогревателе; Ecomp – степень сжатия компрессора; Wcomp – потребляемая мощность компрессора;  
Qcons – приведенные энергозатраты схемы с теплоинтеграцией.

Note: Ntotal is the total number of plates in the column; NHE is the heat supply plate number in the heat exchanger; Qreb is the 
reboiler heat duty; R is the reflux ratio; QHE is the exchanger heat duty; QPH is the heat duty in the preheater; Ecomp is the compressor 
compression ratio; Wcomp is the compressor power consumption; Qcons is the reduced energy consumption in the scheme with heat 
integration.

Таблица 10. Энергетическая эффективность различных вариантов схем ЭР
Table 10. Energy efficiency of various variants of extractive distillation schemes 

Параметры
Parameters

Схема
Scheme

Традиц.
Convent. I II III IV

Qtotal, кВт
Qtotal, kW 410 351 344 266 242

Wcomp, кВт
Wcomp, kW 0 0 0 32.6 32.6

Qcons, кВт
Qcons, kW 410 351 344 365 341

∆Qcons, % 0 14 16 11 17

Примечание: Qtotal – суммарные энергетические затраты в кипятильниках колонн традиционной схемы;  
Wcomp – потребляемая мощность компрессора; Qcons – приведенные энергозатраты схемы с теплоинтеграцией;  
∆Qcons – снижение приведенных энергозатрат схемы с теплоинтеграцией.

Note: Qtotal is total energy costs in reboilers of the columns in the conventional scheme; Wcomp is the compressor power
consumption; Qcons is the reduced energy consumption in the heat integration scheme; ∆Qcons is the decrease in the reduced energy 
consumption in the heat integration scheme.
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Как можно видеть из табл. 10, максимальное 
снижение приведенных энергозатрат достигается  
в Схеме IV. Однако для обеспечения работоспо- 
собности Схемы IV требуется применение 
компрессора с высокой (Ecomp = 5) степенью  
сжатия, что может негативно сказаться на стои- 
мости такой установки. В свою очередь, для  
работы Схем I и II повышение давления потоков,  
а соответственно, применение дорогостоящего  
компрессорного оборудования не требуется,  
при этом снижение энергозатрат по сравнению с 
традиционной схемой у Схем I и II соизмеримо  
со Схемой IV.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рассмотрено применение неадиабатических 
схем в ЭР смеси ацетон–толуол–н-бутанол с ДМФА. 
Показано, что применение таких схем позволяет 
снижать приведенные энергетические затраты  
на 11–17%. При этом максимальное снижение 
энергозатрат достигается в Схеме IV с использова-
нием компрессора, но эффективность схем без 
компрессора незначительно ниже, при этом  
технологическое оформление таких решений 
существенно проще, что делает их более 
привлекательными с точки зрения практической 
реализации. Таким образом, предложена 
нетрадиционная для процессов ЭР схема внеш-
ней теплоинтеграции, использующая в одной  
или нескольких колоннах неадиабатический  
процесс. Предлагаемое решение позволяет при 

определенных характеристиках разделяемой смеси 
отказаться от применения тепловых насосов или 
принудительного повышения давления в отдель- 
ных секциях или колоннах схемы в целом.
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Аннотация

Цели. Синтезировать по реакции Манниха третичные амины, содержащие гем-дихлор-
циклопропановый или 1,3-диоксолановый фрагмент, а также получить этиловый 
эфир β-аминопропионовой кислоты декарбоксилированием трет-амина – производного  
диэтилмалоната, содержащего гем-дихлорциклопропановый фрагмент.
Методы. Для получения третичных аминов по реакции Манниха был использован  
метод микроволной активации. Для определения качественного и количественного  
состава реакционных масс были использованы следующие методы анализа: газовая  
хроматография, масс-спектроскопия с электронной ионизацией, и 1H-, 13C-спектроскопия 
ядерного магнитного резонанса.
Результаты. Третичные амины, содержащие гем-дихлорциклопропановый или  
1,3-диоксолановый фрагмент, синтезированы конденсацией вторичных аминов, СН-кислот  
и параформальдегида в условиях микроволнового излучения. 
Выводы. С высокими выходами в условиях микроволнового излучения получены третич-
ные амины, содержащие в своем строении гем-дихлорциклопропановый или циклоаце-
тальный фрагмент.
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Condensation of secondary amines with CH-acids  
and formaldehyde under the influence of microwave radiation
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2Center for Grain Quality Assessment, Ufa, 450097 Russia
Corresponding author, e-mail: yulianna_borisova@mail.ru

Abstract

Objectives. To synthesize tertiary amines containing gem-dichlorocyclopropane or 1,3-dioxolane 
fragmentusing the Mannich reaction, as well as obtain ethyl ester of β-aminopropionic 
acidbydecarboxylation of tert-amine, a derivative of diethylmalonate containing a gem-
dichlorocyclopropane fragment.
Methods. In order to obtain tertiary amines by the Mannich reaction, the microwave activation 
method was used. To determine the qualitative and quantitative composition of the reaction 
masses, gas chromatography, electron ionization mass spectrometry, and 1H-, 13C-nuclear 
magnetic resonance spectrometry methodswere used.
Results. Under microwave radiationconditions, tertiary amines containing gem-
dichlorocyclopropane or 1,3-dioxolane fragment were synthesized by condensation of secondary 
amines, CH-acids, and paraformaldehyde.
Conclusions. Tertiary amines containing a gem-dichlorocyclopropane or cycloacetal fragment  
in their structure were obtainedin high yields under microwave radiation.

Keywords: secondary amines, CH-acid, microwave radiation

For citation: Musin A.I., Sultanova D.S., Borisova Yu.G., Mudrik T.P., Daminev R.R. Condensation of secondary amines 
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ВВЕДЕНИЕ

Полифункциональные вторичные и третичные 
амины широко используются в синтезе биологи- 
чески активных и лекарственных препаратов [1–3]. 
В частности, для получения вторичных и третич-
ных аминов с карбонильными или сложноэфир- 
ными заместителями успешно используется трех- 
компонентная конденсация соответствующих ами-
нов с формальдегидом и с соединениями, содержа-
щими подвижный атом водорода [4, 5]. В качестве 
таких соединений используют, как правило, алкил-
фенолы, диалкилфосфиты, 1,3-карбонильные соеди-
нения и другие СН-кислоты [6, 7].

Ранее нами было показано, что вещества,  
содержащие гем-дихлорциклопропановый или  

циклоацетальный фрагмент, проявляют широкий 
спектр биологической активности и их синтез  
представляет значительный интерес [8, 9].

В этой связи, мы изучили конденсацию вто-
ричных аминов, содержащих гем-дихлорциклопро-
пановый или циклоацетальный фрагмент, с фор-
мальдегидом и СН-кислотами, диэтилмалонатом  
и ацетоуксусным эфиром.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Анализ реакционных масс и запись  
масс-спектров соединений осуществляли  
на аппаратно-программном комплексе  
«Хроматэк-Кристалл 5000М» (Хроматэк, Россия)   
с   установленной базой NIST 2020 (National Institute 
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of Standards and Technology, США). Условия газохро-
матографического (ГХ) анализа: капиллярная квар-
цевая колонка длиной 30 м, длительность анализа 
– 20 мин, температура источника ионов – 260 °С,  
температура переходной линии – 300 °С, диапазон 
сканирования – 30–300 Да, давление – 37–43 мТорр,  
газ-носитель – гелий, скорость нагрева – 20 °С/мин. 
Для получения масс-спектров соединений исполь- 
зовали метод ионизации электронным ударом  
с потенциалом ионизации 70 эВ. Спектры ядер- 
ного магнитного резонанса (ЯМР) 1Н и 13С реги- 
стрировали на спектрометре «Bruker AM-500» 
(Bruker, Германия) с рабочими частотами 500 и  
125 МГц соответственно; растворитель – CDCl3. 
Химические сдвиги приведены по шкале δ (м.д.) отно- 
сительно тетраметилсилана как внутреннего стан- 
дарта. Константы спин-спинового взаимодей- 
ствия (J) приведены в Гц.

Микроволновая активация осуществлялась с ис-
пользованием системы «Mars 6» (CEM Corporation, 
США) с системой контроля температуры.

Параметры установки микроволнового излу- 
чения (МВИ): мощность излучения 1000 Вт;  
объем реакционной массы до 100 мл; выдержи- 
ваемое давление до 100 атм; программирование  
температуры от 35 °С до 280 °С. 

Вторичные амины IIIа и IIIб были получены  
по известной методике [10, 11].

Синтез трет-аминов IVа, IVб, Vа, Vб

Cмесь 0.15 моль СН-кислоты, 0.15 моль пара-
форма, 1 моль бензола, 0.1 моль вторичного амина 
перемешивали в условиях МВИ при температуре  
не более 60 °С до полной конверсии исходного  
амина (2–6 ч, контроль методом ГХ). По окончании 
реакции реакционную смесь охлаждали до комнат-
ной температуры, отмывали водой, экстрагировали 
хлористым метиленом, осушали хлоридом кальция 
и упаривали. Целевые соединения выделяли вакуум-
ной перегонкой.

Диэтил ({бутил[(2,2-дихлор-1-метил-цикло- 
пропил)метил]амино}метил)малонат IVа. Бесцвет-
ная вязкая жидкость. Ткип. = 138–140 °С (1 мм рт. ст.). 
Выход 90%. Спектр ЯМР 1Н (CDCl3, δ, м.д.):  
0.90 (т., 3H, CH3 J = 12.7 Гц), 1.01 (т., 2H, CH2 J = 8 Гц), 
1.22 (т, 6H, 2 CH3 J = 6.9 Гц), 1.25 (с, 3H, CH3), 1.71–1.83 
(м, 4H, 2 CH2), 1.91–1.96 (м, 2H, CH2), 2.41 (т, 2H, CH2 
J = 6.1 Гц), 2.61 (т, 2H, CH2 J = 10.7 Гц), 3.66 (т, 1Н, 
CH J = 9.5 Гц), 4.25 (кв, 4Н, 2 CH2 J = 11.8; 7.4 Гц).  
Спектр ЯМР 13С (CDCl3, δ, м.д.): 14.1 (2 СH3), 
14.38 (СH3), 21.45 (СH3), 27.66 (СH2), 29.34 (СH2), 
41.55 (СH), 57.15 (СH2), 62.25 (2 СH2), 64.76 (СH2), 
64.99 (СH2), 66.82 (СH2), 66.99 (С), 171.01 (С=О).

Масс-спектр m/z, (Iотн, %): (282)/(30), (254/256)/(10/5), 
(238/240)/(40/20), (186)/(15), (170)/(30), (128)/(60), 
(109/111/113/)/(50/30/12).

Диэтил ({бутил[(2-(1,3-диоксолан-2-ил)этил]- 
амино}метил)малонат IVб. Бесцветная вязкая  
жидкость. Ткип = 125–127 °С (1 мм рт. ст.).  
Выход 88%. Спектр ЯМР 1Н (CDCl3, δ, м.д.):  
0.92 (т, 3H, CH3 J = 12.7 Гц), 1.26 (т, 6H, 2 CH3 J = 6.9 Гц),  
1.67–1.74 (м, 4H, 2 CH2), 1.88–1.91 (м, 2H, CH2),  
2.48–2.63 (м, 6H, 3 CH2), 3.66 (т, 1Н, CH J = 9.5 Гц),  
3.84 (т, 2Н, CH2 J = 6.2 Гц), 3.98 (т, 2Н, CH2 J = 6.3 Гц),  
4.20 (кв, 4Н, 2 CH2 J = 11.8; 7.4 Гц), 5.01 (д, 1Н, CH  
J = 6 Гц). Спектр ЯМР 13С (CDCl3, δ, м.д.):  
13.84 (2 СH3), 14.42 (СH3), 21.38 (СH2), 28.22 (СH2), 
32.11 (СH2), 41.89 (СH), 54.77 (СH2), 55.29 (СH2), 
56.43 (СH2), 63.18 (2 СH2), 66.77 (2 СH2), 103.27 (СH), 
170.66 (С=О). 

Масс-спектр m/z, (Iотн, %): (345)/(14), (282)/(40), 
(238)/(70), (173)/(40), (86)/(30), (129)/(60), (73)/(100).

Этил 2-({бутил[(2,2-дихлор-1-метил-цикло-
пропил)метил]амино}метил)-3-оксобутаноат Vа. 
Бесцветная вязкая жидкость. Ткип. = 131–133 °С  
(1 мм рт. ст.). Выход 85%. Спектр ЯМР 1Н (CDCl3,  
δ, м.д.): 0.89 (т, 3H, CH3 J = 12.7 Гц), 0.95 (т, 2H,  
CH2 J = 10 Гц), 1.22 (т, 3H, CH3 J = 6.0 Гц),  
1.44 (т, 3H, CH3 J = 6.3 Гц), 1.69–1.77 (м, 4H, 2 
CH2), 2.41 (с, 3H, CH3), 2.63 (т, 2H, CH2 J = 9.5 Гц),  
2.78 (т, 2H, CH2 J = 7 Гц), 2.98 (т, 2Н, CH2 J = 7.8 Гц), 
3.78 (т, 1Н, CH J = 9.1 Гц), 4.33 (кв, 2Н, CH2 J = 11.0;  
7.0 Гц). Спектр ЯМР 13С (CDCl3, δ, м.д.):  
14.1 (СH3),14.38 (СH3), 21.45 (СH3), 21.66 (СH2), 
28.31 (СH3), 27.48 (СH2), 51.84 (СH), 57.17 (СH2), 
63.33 (СH2), 65.94 (СH2), 65.98 (С), 66.39 (СH2),  
66.85 (СH2), 171.01 (С=О), 201.66 (С=О).

Масс-спектр m/z, (Iотн, %): (295/297/299)/(21/16/8), 
(165/167/169)/(70/45/15), (123/125/127)/(45/23/10), 
(89/91)/(80/35), (51/66).

Диэтил ({бутил[(2-(1,3-диоксолан-2-ил)этил]- 
амино}метил)-3-оксобутаноат Vб. Бесцветная  
жидкость. Ткип. = 122–123 °С (1 мм рт. ст.). Выход 
83%. Спектр ЯМР 1Н (CDCl3, δ, м.д.): 0.85 (т, 3H,  
CH3 J = 12 Гц), 1.22 (т, H, CH3 J = 6.7 Гц),  
1.43–1.58 (м, 4H, 2 CH2), 1.77–1.83 (м, 2H, CH2),  
2.14–2.20 (м, 4H, 2 CH2), 2.38 (т, 3H, CH3 J = 8 Гц),  
2.46 (т, 2H, CH2 J = 9 Гц), 3.78 (т, 1Н, CH J = 9 Гц),  
3.86 (т, 2Н, CH2 J = 6.0 Гц), 3.90 (т, 2Н, CH2 J = 6.0 Гц),  
4.24 (кв, 2Н, CH2 J = 11.6; 7.0 Гц), 5.00 (д, 1Н,  
CH  J = 6.2 Гц), Спектр ЯМР 13С (CDCl3, δ, м.д.): 
13.55 (СH3), 14.58 (СH3), 21.40 (СH2), 27.78 (СH2), 
28.67 (СH3), 32.11 (СH2), 54.43 (СH2), 54.77 (СH2), 
55.29 (СH2), 59.34 (СH), 63.18 (СH2), 66.77 (2 СH2), 
103.27 (СH), 170.61 (С=О), 201.60 (С=О).

Масс-спектр m/z, (Iотн, %): (314)/(3), (244)/(50), 
(169)/(60), (128)/(60), (87)/(40), (73)/(100).
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Синтез этилового эфира β-аминопропионовой 
кислоты VI

Смесь 0.1 моль соединения IVа, 0.3 моль  
хлорида лития, 0.3 моль ДМСО, 0.2 моль воды  
нагревали при перемешивании до 150 °С в течение  
1 ч до полной конверсии исходного соединения  
(контроль по ГХ). По окончании реакции реакцион- 
ную смесь охлаждали до комнатной температуры, 
отмывали водой, экстрагировали хлористым  
метиленом, осушали хлоридом кальция и упаривали.

Этил N-бутил-N-[(2,2-дихлороциклопропил)-
метил]-β-аланинат VI. Бесцветная жидкость.  
Ткип. = 115–117 °С (1 мм рт. ст.). Выход 88%.  
Спектр ЯМР 1Н (CDCl3, δ, м.д.): 0.98 (т, 3H, CH3  
J = 7.9 Гц), 1.21 (т, 3H, CH3 J = 8.1 Гц), 1.26 (с, 
3H, CH3), 1.38 (кв, 2H, CH2 J = 13; 8 Гц),  
1.51–1.66 (м, 4H, 2 CH2), 2.71 (д, 2Н, CH2 J = 6.9 Гц),  
2.76 (м, 4Н, 2 CH2), 3.66 (д, 1Н, CHа J = 8.2 Гц),  

3.71 (д, 1Н, CHб J = 8 Гц), 4.10 (кв, CH2 J = 11; 8 Гц).  
Спектр ЯМР 13С (CDCl3, δ, м.д.): 14.8 (СH3),  
15.1 (СH3), 21.8 (СH3), 26.3 (СH2), 38.1 (СH2),  
51.0 (СH2), 53.2 (СH2), 58.7 (СH2), 62.5 (СH2),  
69.3 (СH2), 70.1 (СH2), 171.1 (С=О). 

Масс-спектр m/z, (Iотн, %): (275/277/279)/(21/16/8), 
(165/167/169)/(70/45/15), (139/141/143)/(100/50/10), 
(123/125/127)/(65/42/18), (89/91)/(80/40).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В результате трехкомпонентной конденсации 
СН-кислот I, II с параформальдегидом и вторичны-
ми аминами IIIа и IIIб были получены третичные  
амины IVа, IVб, Vа и Vб с выходами 2–5%. 
Повышение температуры в интервале 80–120 °С 
и продолжительности реакции до 25 ч к увеличе- 
нию выхода целевых аминов IVа, IVб, Vа и Vб не 
привели (Cхема 1).

Таблица. Конденсация вторичных аминов с формальдегидом и СН-кислот под действием термического нагрева и МВИ
Table. Condensation of secondary amines with formaldehyde and CH-acids under the action of thermal heating and  
microwave radiation (MWR)

Реагенты
Reagents

Продукт
Product

Выход продукта реакции
Reaction product yield

СН-кислота
CH-acid

Вторичный амин
Secondary amine

Длительность  
термического нагрева, ч

Duration  
of thermal heating, h

Длительность МВИ, мин
Duration of MWR, min

O

O

O

O

I

N

H
Cl Cl

CH3

IIIа

O

O

O

O

CH2

N

Cl Cl

CH3

IVа

3–5 90

N

H

O

O

IIIб

O

O

O

O

CH2

N O

O

IVб

3–5 88

Схема 1. Конденсация СН-кислот, вторичных аминов и параформа.
Scheme 1. Condensation of CH-acids, secondary amines, and paraformaldehyde.
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Для стимулирования конденсации (таблица)  
мы использовали МВИ, как это было описано ранее 
для реакции аминоалкоголей с формальдегидом и 
диэтилфосфитом [12, 13].

При этом удалось понизить продолжитель- 
ность реакции до 2–6 ч, температуру проведения 
процесса до 60 °С и повысить конверсию аминов  
IIIа и IIIб до 90% с селективностью образования  
целевых продуктов IVа, IVб, Vа и Vб равной 75–95%.

Из полученных результатов следует, что при  
переходе от диэтилмалоната I к ацетоуксусному  
эфиру II селективность образования трет-аминов 
IVа, IVб, Va и Vб снижается.

Исходные вторичные амины IIIа, IIIб, содержа-
щие гем-дихлорциклопропановый и циклоацетальный 
фрагмент, по активности в данной реакции практи-
чески не отличаются.

Замена апротонного растворителя (бензол) на 
органические кислоты (уксусную или пропионовую) 
или их эфиры приводили к резкому снижению селек-
тивности образования трет-аминов IVа, IVб, Va и Vб.

Полученный на основе диэфира I и вторич- 
ного амина IIIа аддукт IVа был декарбоксилирован 
(Cхема 2) по ранее использованной методике [14, 15].

Этиловый эфир β-аминопропионовой кислоты VI 
был выделен с выходом 88%.

Схема 2. Декарбокисилирование трет-амина IVа.
Scheme 2. Decarboxylation of tert-amine IVa.

Реагенты
Reagents

Продукт
Product

Выход продукта реакции
Reaction product yield

СН-кислота
CH-acid

Вторичный амин
Secondary amine

Длительность  
термического нагрева, ч

Duration  
of thermal heating, h

Длительность МВИ, мин
Duration of MWR, min

O

O

O

II

N

H
Cl Cl

CH3

IIIа

O

O

O

CH2

N

Cl Cl

CH3

Vа ≤3

85

N

H

O

O

IIIб

O

O

O

CH2

N O

O

Vб

83

Примечание: Соотношение СН-кислота : амин : параформальдегид = 2 : 1 : 1; продолжительность (ч) термического 
нагрева/МВИ = 20–25 : 2–6; температура процесса (°С) термического нагрева/МВИ = 100 : 60; конверсия амина (%) после 
термического нагрева/МВИ = ≤5 : 90.

Note: CH-acid : amine : paraformaldehyde ratio = 2 : 1 : 1; duration (h) of thermal heating/MWR = 20–25 : 2–6; process 
temperature (°C) thermal heating/MWR = 100 : 60; amine conversion (%) following thermal heating/MWR = ≤5 : 90.

Таблица. Продолжение
Table. Continued
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Под действием микроволнового излучения, в 
отличие от термического нагрева, при котором дан-
ная реакция осуществима с крайне низким выходом 
целевого продукта, вторичные амины, содержащие 
гем-дихлорциклопропановый и циклоацетальный 
фрагменты, конденсируются с параформальдегидом 
и СН-кислотами с образованием соответствующих 
трет-аминов. Декарбоксилирование трет-амина с 
двумя сложноэфирными группами и содержащего 
гем-дихлорциклопропановый фрагмент, приводит к 
этиловому эфиру β-аминопропионовой кислоты.
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Совмещенный процесс синтеза  
циклогексилциклогексанкарбоксилата из циклогексанола и CO, 
катализируемый системой Pd(OAc)2–PPh3–п-толуолсульфокислота
Н.Т. Севостьянова, С.А. Баташев, А.С. Родионова

Тульский государственный педагогический университет им. Л.Н. Толстого, Тула, 300026 Россия
Автор для переписки, e-mail: sevostyanova.nt@gmail.com

Аннотация

Цели. Изучение возможности совмещения в одном реакторе реакций кислотнокатали- 
тической дегидратации циклогексанола и алкоксикарбонилирования образующегося  
циклогексена циклогексанолом и оксидом углерода (II). Установление возможности  
достижения высоких выходов целевого продукта – циклогексилциклогексанкарбоксилата – 
в мягких условиях при катализе системой Pd(OAc)2–PPh3–п-толуолсульфокислота.
Методы. Совмещенный процесс изучался в среде толуола в периодическом стальном  
реакторе, рассчитанном на работу при повышенном давлении, снабженном стеклянной 
вставкой, магнитной мешалкой, пробоотборником, устройствами ввода и сброса газов. 
Реакционная масса с компонентами каталитической системы помещалась в стеклян-
ный реактор внутри стального автоклава. Отбираемые в ходе совмещенного процесса 
пробы реакционной массы анализировали методом газо-жидкостной хроматографии с 
пламенно-ионизационным детектором.
Результаты. Показана возможность совмещения в одном реакторе дегидратации  
циклогексанола, катализируемой моногидратом п-толуолсульфокислоты, и алкокси-
карбонилирования образующегося циклогексена циклогексанолом и СО при катализе  
системой Pd(OAc)2–PPh3–п-толуолсульфокислота. В мягких условиях (температура 110 °С, 
давление СО 2.1 МПа) выход целевого продукта достигал 64.8% за 5 ч. Установлено, что 
совмещенный процесс осложняется образованием побочного продукта – циклогексан- 
карбоновой кислоты – в результате гидролиза циклогексилового эфира циклогексан- 
карбоновой кислоты и гидроксикарбонилирования циклогексена.
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Выводы. Реакции внутримолекулярной кислотнокаталитической дегидратации цикло-
гексанола и алкоксикарбонилирования образующегося циклогексена, катализируемого 
системой Pd(OAc)2–PPh3–п-толуолсульфокислота, могут быть совмещены в одном реак-
торе. п-Толуолсульфокислота может одновременно выполнять функции катализатора  
дегидратации циклогексанола и сокатализатора палладий-фосфиновой системы  
алкоксикарбонилирования циклогексена. Вовлечение циклогексена – продукта обратимой 
реакции дегидратации циклогексанола – в реакцию алкоксикарбонилирования является 
фактором смещения равновесия реакции дегидратации в сторону образования циклогек-
сена. Побочным продуктом предлагаемого совмещенного процесса является циклогексан-
карбоновая кислота. Вода, образующаяся в результате дегидратации циклогексанола, 
является фактором снижения выхода целевого продукта, что обусловлено вовлечением 
последнего в реакцию гидролиза и протеканием реакции гидроксикарбонилирования  
циклогексена.

Ключевые слова: совмещенный процесс, дегидратация спирта, алкоксикарбонилирование 
алкена, палладий-фосфиновая система, сильная протонная кислота
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Combined process of cyclohexyl cyclohexanecarboxylate 
synthesis from cyclohexanol and CO catalyzed  
by the Pd(OAc)2–PPh3–p-toluenesulfonic acid system
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Abstract

Objectives. To study the possibility of combining acid-catalytic cyclohexanol dehydration and 
alkoxycarbonylation of the formed cyclohexene with cyclohexanol and carbon(II) oxide in a single 
reactor in order to achieve high yields of the target cyclohexyl cyclohexanecarboxylate product 
under mild conditions using the Pd(OAc)2–PPh3–p-toluenesulfonic acid catalytic system.
Methods. The combined process took place in a toluene medium in a periodic steel reactor 
designed to operate at elevated pressure, equipped with a glass insert, a magnetic stirrer, and 
a sampler, as well as gas input and discharge devices. The reaction mass with the components 
of the catalytic system was placed in a glass reactor inside a steel autoclave. The reaction mass 
samples obtained during the combined process were analyzed by gas–liquid chromatography 
with a flame ionization detector.
Results. The possibility of combining cyclohexanol dehydration catalyzed by p-toluenesulfonic 
acid monohydrate and formed cyclohexene alkoxycarbonylation with cyclohexanol and  
CO during catalysis by the Pd(OAc)2–PPh3–p-toluenesulfonic acid system in a single reactor 
was demonstrated. Under mild conditions (temperature 110°C; CO pressure 2.1 MPa), the 
target product yield reached 64.8% in 5 h. However, the combined process is complicated by 
the formation of a cyclohexanecarboxylic acid by-product formed as a result of the cyclohexyl 
cyclohexanecarboxylate hydrolysis and the cyclohexene hydroxycarbonylation.
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Conclusions. The reactions of intramolecular acid-catalytic cyclohexanol dehydration and 
formed cyclohexene alkoxycarbonylation catalyzed by the Pd(OAc)2–PPh3–p-toluenesulfonic acid 
system can be combined in a single reactor. p-Toluenesulfonic acid can simultaneously act as a 
catalyst for the cyclohexanol dehydration and a co-catalyst of the palladium–phosphine system 
of cyclohexene alkoxycarbonylation. The involvement of cyclohexene, representing a product of 
reversible cyclohexanol dehydration, in the alkoxycarbonylation reaction is a factor in shifting the 
dehydration reaction equilibrium towards the formation of cyclohexene. Cyclohexanecarboxylic 
acid is a by-product of the proposed combined process. A factor in the reduction of target product 
yield is water formed as a result of cyclohexanol dehydration due to the involvement of the latter 
in the hydrolysis reaction and the course of the cyclohexene hydroxycarbonylation.

Keywords: combined process, alcohol dehydration, alkene alkoxycarbonylation, palladium–
phosphine system, strong protonic acid

For citation: Sevostyanova N.T., Batashev S.A., Rodionova A.S. Combined process of cyclohexyl cyclohexanecarboxylate 
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ВВЕДЕНИЕ

Алкоксикарбонилирование алкенов спиртами 
и СО – одностадийный способ получения сложных 
эфиров из доступного сырья, альтернативный 
традиционно реализуемой этерификации карбоно-
вых кислот спиртами. СО выделяют из синтез-газа, 
который может быть получен не только из нефти 
и природного газа, но и каменного угля, а также 
отходов биомассы – возобновляемого сырьевого 
источника. В алкоксикарбонилировании алкенов 
гомогенные палладий-фосфиновые каталитические 
системы считаются наиболее активными и 
селективными, поскольку позволяют получать 
целевые продукты – сложные эфиры – в мягких 
условиях с высокими выходами [1–9]. Побочными 
продуктами в этих реакциях являются, как правило, 
лишь изомерные сложные эфиры. Таким образом, 
в алкоксикарбонилировании алкенов, катализируе-
мом соединениями палладия, соблюдается принцип 
экономии атомов, лежащий в основе разработки 
ресурсосберегающих малоотходных химических 
технологий с высоким уровнем экологической 
безопасности.

Однако в ряде случаев алкены являются 
менее доступными реагентами по сравнению с 
соответствующими спиртами. Следует отметить, 
что спирты могут использоваться как субстраты 

карбонилирования для получения карбоновых 
кислот и сложных эфиров, однако в более жестких 
условиях, чем алкоксикарбонилирование алкенов. 
Так, в промышленности метоксикарбонилиро- 
вание этилена – первая стадия в синтезе 
метилметакрилата по технологии Alpha компании 
Lucite – реализуется при катализе палладий-
фосфиновой системой при температуре 80 °С и 
давлении смеси СО и этилена 1.0 МПа [2, 3]. В то  
же время карбонилирование метанола в про-
мышленных процессах Monsanto и Cativa, осуще-
ствляемых при катализе родиевыми и иридиевыми 
катализаторами соответственно, требует под-
держания температуры 150–200 °С и давления  
СО 3–6 МПа [10].

Цели данной работы:
1) изучение возможности совмещения в 

одном реакторе (рис. 1) кислотнокаталитической 
дегидратации циклогексанола (соединение 1, реак-
ция (1)) и алкоксикарбонилирования образующегося 
циклогексена (соединение 2) циклогексанолом и CO 
(реакция (2)) при катализе системой Pd(OAc)2–PPh3–
п-толуолсульфокислота (TsOH);

2) установление возможности достижения 
высоких выходов целевого продукта – циклогексил-
циклогексанкарбоксилата (ЦГЦГК, соединение 3) – 
в мягких условиях (рис. 1) при катализе указанной 
каталитической системой.
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Организация процессов, основанная на 
совмещении в одном реакторе двух реакций, наце-
лена на использование дешевого и доступного  
сырья, не требует выделения и очистки 
промежуточного продукта и является фактором 
снижения капитальных и энергозатрат при 
последующем внедрении. Как следствие, разра-
батываемые процессы характеризуются высоким 
уровнем экономичности, ресурсосбережения и 
экологической безопасности.

Исследуемый процесс (реакции (1), (2)) явля- 
ется модельным, поскольку алкоксикарбонили- 
рование циклогексена, катализируемое палладий- 
фосфиновыми системами, не осложняется 
образованием каких-либо побочных продуктов, в 
том числе изомерных сложных эфиров. Целевой 
продукт этого процесса – ЦГЦГК – и другие сложные 
эфиры циклогексанкарбоновой кислоты могут 
применяться в качестве добавки к различным видам 
топлив [11], полупродукта в синтезе лекарственных 
субстанций [11, 12], пластификаторов [13, 14] и  
компонентов косметических средств [15].

В качестве каталитических предшественников 
в алкоксикарбонилировании алкенов наиболее 
часто используются Pd(OAc)2 [4, 16], PdCl2 [6, 7]  
и Pd(PPh3)2Cl2 [17]. Ранее с использованием 
Pd(PPh3)2Cl2 в сочетании с промотирующими добав-
ками PPh3 и TsOH нами в исследуемом совмещен- 
ном процессе был получен продукт 3 с выхо- 
дом 86.8% за 320 мин при соотношении количеств 
циклогексанола и TsOH 2.5 : 1.0 (мол.). При дополне- 
нии указанной каталитической системы добав-
кой п-тозилата натрия как возможного агента для 
связывания воды и генерирования in situ допол-
нительных количеств TsOH выход целевого 
продукта составлял более 99% за то же время 
при соотношении количества циклогексанола и 
суммарного количества TsOH и TsONa 1.6 : 1.0 (мол.) 
[18, 19]. Однако для промышленно важного про- 
цесса желательно достижение высоких выходов  
целевого продукта за более короткое время  
при минимальном использовании различных доба- 
вок, а по возможности, без них. Как было показано 

ранее [17], Cl−-анионы каталитического предше-
ственника негативно влияют на скорость алкокси-
карбонилирования. В этой связи на данном этапе  
исследований возможности реализации совмещен- 
ного процесса дегидратации и алкоксикарбонили-
рования использовался Pd(OAc)2 в сочетании 
с добавками промоторов: PPh3 – как одного из 
наиболее активных монофосфинов и TsOH – одной из 
сильных органических кислот, используемой ранее в 
алкоксикарбонилировании циклогексена [16–21].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Совмещенный процесс изучался в среде толуола 
в периодическом стальном реакторе, рассчитанном 
на работу при повышенном давлении, снабжен-
ном магнитной мешалкой, пробоотборником, 
устройствами ввода и сброса газов. Реакционная 
масса с компонентами каталитической системы 
Pd(OAc)2, PPh3 и моногидрат п-толуолсульфокис-
лоты – (TsOH·H2O) помещалась в стеклянный реак-
тор внутри стального автоклава. В ходе опытов 
температура поддерживалась на уровне 110 °С, 
давление СО составляло 2.1 МПа, начальные кон- 
центрации циклогексанола и компонентов катали-
тической системы составили: C0(C6H5OH) = 0.50 M, 
C0(Pd(OAc)2)=2.0·10−3 M, C0(PPh3)=2.0·10−2 M, 
C0(TsOH·H2O) = (0.14–0.28) M. Подробная мето- 
дика эксперимента описана в работе [16].

Отбираемые в ходе совмещенного процесса 
пробы реакционной массы анализировали методом 
газо-жидкостной хроматографии на хроматографе 
«Кристаллюкс 4000М» (НПФ Мета-хром, Россия) 
с пламенно-ионизационным детектором и газом-
носителем аргоном. Скорость потока газа-носителя 
1.0 мл/мин, деление потока 1:60. Температура испа- 
рителя и детектора составляла 300 °С и 320 °С 
соответственно. Разделение компонентов реакцион-
ной массы проводилось в капиллярной колонке  
Optima-5 (Macherey-Nagel, Германия) размером  
30 м × 0.32 мм с толщиной пленки 0.35 мкм  
в режиме программирования температуры: в 

Рис. 1. Схема синтеза циклогексилциклогексанкарбоксилата.
Fig. 1. Scheme for the synthesis of cyclohexyl cyclohexanecarboxylate.
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диапазоне 120–220 °С скорость нагрева 20 град/мин, 
в диапазоне 220–280 °С скорость нагрева 8 град/мин, 
изотермический режим 280 °С в течение 2.5 мин. 
Расчеты площадей пиков осуществлялись с по- 
мощью программы NetChrom V 2.1 (НПФ Мета-хром, 
Россия). Идентификацию пиков на хроматограммах 
проводили по времени удерживания путем сопо-
ставления с временами удерживания стандартных 

образцов веществ. Концентрации веществ 1–3 
и циклогексанкарбоновой кислоты (побочный  
продукт 4) рассчитывали методом внутреннего  
стандарта, в качестве которого использовали 
о-ксилол. Внутренний стандарт вводили в постоян- 
ной концентрации в раствор циклогексанола в 
толуоле до начала опыта.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

По результатам анализа проб реакционной  
массы, было установлено, что в качестве про-
межуточного продукта исследуемого совмещен- 
ного процесса образуется циклогексен. Наряду 
с основным продуктом было зафиксировано 
образование побочного продукта 4. 

Типичные кривые расхода циклогексанола 
(исходного соединения 1) и накопления 
циклогексена (промежуточного продукта 2), 
циклогексанкарбоксилата (целевого продукта 3) 
и циклогексанкарбоновой кислоты (побочного 
продукта 4) представлены на рис. 2.

В таблице представлены результаты проведен-
ных опытов при варьировании концентрации TsOH  
и постоянстве остальных параметров системы. 
Можно видеть, что увеличение концентрации TsOH 
c 0.140 до 0.200 М сопровождалось увеличением 
выхода целевого продукта 3 с 17.2% (0.043 М) 
до 64.0% (0.160 М). Повышение начальной 
концентрации TsOH до 0.28 М привело к сокраще-
нию времени достижения максимального выхода 
продукта 3 64.8% до 5 ч. Суммарная концентрация 
свободного циклогексена и вступившего в реакции 
карбонилирования с образованием продуктов 3 и 4 
увеличивалась с увеличением концентрации TsOH. 

Таблица. Результаты опытов по варьированию концентрации TsOH как компонента каталитической системы 
Pd(OAc)2–PPh3–TsOH совмещенного модельного процесса дегидратации циклогексанола и алкоксикарбонилирования 
образующегося циклогексена
Table. Results of experiments on varying the concentration of TsOH as a component of the Pd(OAc)2–PPh3–TsOH catalytic 
system of the combined model process of the cyclohexanol dehydration and the resulting cyclohexene alkoxycarbonylation

Номер опыта
Experiment 

number
С(TsOH), М Время*, мин

Time*, min C(1), M C(2)**, M C(3), M C(4), M C(2)***, M

1 0.140 450 0.355 0.045 0.043 0.004 0.092

2 0.200 450 0.143 0.034 0.160 0.003 0.197

3 0.250 420 0.112 0.058 0.160 0.004 0.222

4 0.280 290 0.073 0.091 0.162 0.004 0.257

*Время достижения наибольшей концентрации продукта 3. / Time to reach the highest concentration of the product 3.
**Концентрация свободного циклогексена. / Concentration of free cyclohexene.
***Суммарная концентрация свободного циклогексена и вступившего в реакции карбонилирования с образованием 

продуктов 3 и 4. / Total concentrations of free cyclohexene and cyclohexene entered in carbonylation reactions with the formation 
of products 3 and 4.

Рис. 2. Кривые расходования реагента и накопления 
промежуточного, целевого и побочного продуктов  

в совмещенном модельном процессе  
при С(TsOH) = 0.280 М: 1 – накопление продукта 3;  

2 – накопление полупродукта 2; 3 – расходование реагента 1; 
4 – накопление продукта 4.

Fig. 2. Curves of reagent consumption and accumulation  
of intermediate, target and by-products in the combined model 
process at C(TsOH) = 0.280 M: 1 – product 3 accumulation; 
2 – intermediate product 2 accumulation; 3 – reagent 1 

consumption; 4 – product 4 accumulation.
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Причинами образования циклогексанкарбоно-
вой кислоты, по-видимому, является наличие в  
реакционной массе воды, выделяющейся в  
реакции (1) и вступающей в реакции гидрокси-
карбонилирования циклогексена (рис. 3, реакция (3)) 
и гидролиза ЦГЦГК (рис. 4, реакция (4)).

Катализатором реакции (4) может выступать 
сильная протонная кислота TsOH. Реакции 
гидрокси- и алкоксикарбонилирования могут 
катализироваться одними и теми же системами, 
включающими палладиевый предшественник, 
органофосфин и сильную протонную кислоту  
[23, 24]. При этом большинство исследователей 
придерживаются гидридного механизма для обеих 
реакций [4–9, 16, 17, 20–24].

На основании известных представлений о 
кислотном катализе дегидратации спиртов и гид-
ридном механизме алкоксикарбонилирования можно 
ожидать, что дальнейшее повышение C0(TsOH·H2O) 
должно приводить к увеличению скорости совме-
щенного процесса синтеза ЦГЦГК [16]. Однако 
дальнейшее увеличение концентрации TsOH·H2O 
представляется нецелесообразным, поскольку с 
точки зрения промышленной реализации процесса 
высокие концентрации сильных протонных кислот 
в реакционной массе нежелательны в связи с корро- 
зией стального оборудования. По-видимому, 
исследования должны продолжаться в направ-
лении поиска оптимальных условий совмещен-
ного процесса, обеспечивающих достижение 

высоких выходов ЦГЦГК без увеличения 
концентрации сильной протонной кислоты. 
Одним из таких путей является использование 
органодифосфинов – более активных промото- 
ров для палладиевых катализаторов алкоксикарбо-
нилирования по сравнению с монофосфинами [1, 16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлена возможность совмещения в 
одном реакторе внутримолекулярной кислотно-
каталитической дегидратации циклогексанола и 
алкоксикарбонилирования образующегося цикло-
гексена при катализе системой Pd(OAc)2–PPh3– 
п-толуолсульфокислота. В осуществленном совме- 
щенном процессе п-толуолсульфокислота одновре- 
менно выполняла функции катализатора дегидра-
тации циклогексанола и сокатализатора палладий-
фосфиновой системы алкоксикарбонилирования 
циклогексена. Благодаря вовлечению цикло-
гексена – продукта обратимой реакции дегидра- 
тации циклогексанола – в реакцию алкокси-
карбонилирования равновесие реакции дегидратации 
было смещено в сторону образования циклогексена, 
и общая конверсия циклогексанола достигала 85%. 
Дальнейшие исследования совмещенного процесса 
должны проводиться в направлении поиска 
оптимальных условий, обеспечивающих достиже-
ние высоких выходов ЦГЦГК без увеличения 
концентрации сильной протонной кислоты.

Рис. 3. Схема гидроксикарбонилирования циклогексена.
Fig. 3. Scheme for hydroxycarbonylation of cyclohexene.

Рис. 4. Схема гидролиза циклогексилциклогексанкарбоксилата.
Fig. 4. Scheme for the hydrolysis of cyclohexyl cyclohexanecarboxylate.
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Abstract

Objectives. The study aimed to examine the potential use of ethanol extracts of four medicinal 
plants to prevent and treat gout disease.
Methods. An investigation of some typical compound contents such as polyphenols, flavonoids, 
and tannins in terms of two bioactive abilities, including anti-xanthine oxidase and antioxidant 
was carried out in Eclipta prostrata L., Artemisia vulgaris L., Apium graveolens L., and Piper 
betle L samples. Subsequently, the weight ratios of Piper betle L. and Artemisia vulgaris L. were 
investigated to reduce the total tannin content and get the most suitable anti-xanthine oxidase 
activity.
Results. As well as having the highest target compound contents, Piper betle L. demonstrated the 
best anti-xanthine oxidase and antioxidant abilities even while its IC50 values were lower than 
positive control; however, its high total tannin content can cause some side effects. A mixture with 
a weight ratio of 1:1 of Piper betle L. and Artemisia vulgaris L. had a total tannin content half 
that of Piper betle L. as well as demonstrating potential anti-xanthine oxidase and antioxidant 
activities when IC50 was about 3.94 and 20.85 µg/mL, respectively.
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НАУЧНАЯ СТАТЬЯ

Conclusions. Out of the four selected plants, Piper betle L. demonstrated the best potential 
material for preventing and treating gout disease. However, due to the high tannin content in it, 
a mix of Piper betle L. and Artemisia vulgaris L. at a weight ratio of 1:1 gave optimal results for 
application in treatment.

Keywords: gout disease, xanthine oxidase inhibitors, tannins, Piper betle L.
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Аннотация

Цели. Изучить потенциальное использование этанольных экстрактов четырех  
лекарственных растений для профилактики и лечения подагры.
Методы. Образцы эклипты простёртой (Eclipta prostrata L.), полыни обыкновенной 
(Artemisia vulgaris L.), сельдерея пахучего (Apium graveolens L.) и перца бетель (Piper betle L. ) 
исследовались с точки зрения содержания в них полифенолов, флавоноидов и дубильных 
веществ, а также наличия биологически активных свойств, включая антиксантин- 
оксидазную и антиоксидантную активность. Далее были найдены весовые соотношения 
Piper betle L. и Artemisia vulgaris L., позволяющие снизить общее содержание танина и  
получить наиболее подходящую антиксантиноксидазную активность. 
Результаты. Помимо самого высокого содержания целевого соединения, Piper betle L. 
продемонстрировал наилучшие антиксантиноксидазные и антиоксидантные свой-
ства, даже несмотря на то, что его значения IC50 были ниже положительного контроля.  
Однако высокое содержание общего танина в нем может вызывать некоторые побочные 
эффекты. Смесь Piper betle L. и Artemisia vulgaris L. с массовым соотношением 1:1 имела 
общее содержание танина вдвое меньше, чем  Piper betle L., а также демонстрировала  
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потенциальную антиксантиноксидазную и антиоксидантную активность, при этом 
IC50 составлял около 3.94 и 20.85 мкг/мл соответственно.
Выводы. Из четырех отобранных растений Piper betle L. является наилучшим  
потенциальным материалом для профилактики и лечения подагры. Однако из-за  
высокого содержания в нем танина смесь Piper betle L. и Artemisia vulgaris L. в соотношении 
по массе 1:1 дала оптимальные результаты для применения в лечении.

Ключевые слова: болезнь подагра, ингибиторы ксантиноксидазы, дубильные вещества, 
Piper betle L.

Для цитирования: Ha A.C., Le T.M. Screening of medicinal plant extracts in Vietnam and investigation of their 
combination for preventing and treating gout. Tonk. Khim. Tekhnol. = Fine Chem. Technol. 2023;18(1):38–47. https://doi.
org/10.32362/2410-6593-2023-18-1-38-47

INTRODUCTION

A significant global increase in the number  
of gout patients has recorded been in recent years.  
While the highest proportions of gout patients  
are experienced among the populations of North  
America and Europe, the increase has also been  
dramatic in in Asia [1]. Gout is a chronic syndrome 
caused by the deposition of urate crystals [2] and 
related to xanthine oxidase enzyme activities due  
to this enzyme playing a catalyst role in the  
reaction to uric acid from purine [3]. Thus, xanthine 
oxidase inhibition, representing one of the main 
therapies for avoiding increased concentrations of  
uric acid in human blood, can be used to reduce the  
risk of gout [4]. Although allopurinol is one  
of the most popular drugs for inhibiting xanthine 
oxidase enzyme activity, it is often associated  
with side effects [5, 6]. Therefore, the identification 
new potential substances for preventing and  
treating gout becomes an urgent task. In this  
connection, the investigation of plants containing  
chemical constituents having various biological 
activities has attracted a lot of interest from  
scientists [7]. Over 12 000 valuable plant species  
in Vietnam have been identified, with over  
a third of them demonstrating biological and 
pharmacological activities [8]. Although anti- 
xanthine oxidase abilities have been reported [9, 10],  

many medicinal plants already used in alternative  
therapies have yet to be studied in terms of  
their phytochemical and biological activities.  
Therefore, in this study, four selected plants,  
including Eclipta prostrata L., Artemisia vulgaris L., 
Apium graveolens L., Piper betle L. were evaluated  
in terms of their anti-xanthine and antioxidant  
activities, as well as their polyphenol-, flavonoid-,  
and tannin content. The two plants identified as  
showing the best potential were additionally  
investigated in terms of their combined efficacy.

MATERIALS AND METHODS

Materials and chemicals

Leaves of Eclipta prostrata L., Artemisia vulgaris L.,  
Apium graveolens L., Piper betle L. were collected  
in Hoocmon district, Hochiminh city, Vietnam, in 
February 2022 during the dry season, which is the  
most appropriate time for harvesting these plants.  
The plant samples, including leaves and trunk, 
are shown in Fig. 1. After washing with water and  
drying in shade until the moisture content was  
under 12%, the samples were stored in a sealed bag 
for further use. The plants were authenticated by  
the Department of Ecology and Evolutionary Biology, 
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Faculty of Biology and Biotechnology, Ho Chi Minh 
City University of Science, Vietnam National University.

Absolute ethanol (C2H5OH), methanol (CH3OH), 
sodium nitrite (NaNO2), sodium carbonate (Na2CO3), 
sodium hydroxide (NaOH), aluminum chloride 
(AlCl3), dimethyl sulfoxide (DMSO), iron(III) 
chloride (FeCl3), diclofenac sodium and other 
reagents of analytical grade were obtained from Merck 
(Darmstadt, FR, Germany). Folin-Ciocalteu’s reagent, 
quercetin, xanthine oxidase, xanthine, ascorbic acid, 
allopurinol, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 
and gallic acid  were provided by Sigma-Aldrich 
(Singapore).

Preparation of plant extract

The ethanolic extracts from each plant  
were extracted with absolute ethanol having a  
solid-to-liquid ratio of 1:10 g/mL at 45 °C for  
45 min. Next, the extracts were filtered with  
vacuum filtration and evaporated until complete  
removal of excess solvent. The residue was then 
recovered for further extraction. The yield of  
extraction is determined by Eq.1:

,                               (1)

where mextract is the weight of dry extract (g) and msample  
is the weight of dry raw material (g).

Qualitative phytochemical screening

The presence of bioactive compounds:  
polyphenols, flavonoids, tannins, alkaloids, saponins, 
and carotenoids were determined with phytochemical 
screening [11–13].

Determination of total polyphenol content (TPC)

The TPC of the extracts was determined  
using the Folin–Ciocalteu reagent following the  
method of Sánchez-Rangel et al. [14]. Briefly, a  
mixture consisting of 200 µL of Folin–Ciocalteu  
reagent and 40 µL of the diluted extract was stored  
at 25 ℃ for 5 min prior to adding 600 µL of Na2CO3  
20 w/v % and 3160 µL of distilled water. The  
absorbance of the mixture was determined using  
a UV–Vis spectrophotometer Genesys 10S  
(Thermo Fisher Scientific, USA) at 760 nm. TPC 
was expressed as milligram of gallic acid equivalent  
per gram of sample (mg GAE/g). The test sample  
without Folin–Ciocalteu reagent was considered as  
a control.

Determination of total flavonoid content (TFC)

The concentration of flavonoids in the extracts  
was determined using the aluminum chloride  
colorimetric assay method [15]. Initially, a mixture 
conprising 2 mL of distilled water, 0.15 mL of 
NaNO2 5%, and 0.5 mL of the extract dissolved  

Fig. 1. Photographs of plants and leaves of (a) Eclipta prostrata L. (b) Artemisia vulgaris L.  
(c) Apium graveolens L. (d) Piper betle L. The photographs were captured and edited by authors.
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in methanol, was prepared and incubated for  
5 min. Afterward, 0.15 mL of 10% AlCl3, 1 mL of  
NaOH 1M, and 1.2 mL of distilled water were  
respectively added to the mixture. The absorbance  
of the mixture was measured at 425 nm using 
Genesys 10S UV–Vis spectrophotometer. The 
number of total flavonoids was shown as milligrams  
of quercetin equivalents per gram of sample  
(mg QUE/g). The test sample without AlCl3 was 
considered blank.

Determination of total tannin content (TTC)

The concentration of tannins in the extracts  
was determined by the Folin–Ciocalteu method  
as described Maklar et al. [16]. A total of 2  mL of  
extract in methanol was mixed with 8 mL distilled  
water and 10 mL sodium acetate buffer (pH 5)  
to obtain solution 1. A mixture of 500 μL of  
solution 1 and 250 μL Folin–Ciocalteu reagent was  
sonicated in 5 min, and then 4250 μL Na2CO3 33%  
was added. The mixture was sonicated for 30 min  
before determining absorbance (A1) at 720 nm.  
A total of 10 mL solution 1 reacts with 50 mg  
casein at 30 ℃ for 1 h. The mixture was filtered  
to recover solution 2. Then, a mixture of 500 μL  
of solution 2 and 250 μL Folin–Ciocalteu reagent  
was sonicated in 5 min. Then, 4250 μL Na2CO3 33%  
was added before sonicating in 30 min. The  
absorbance of solution 2 (A2) was also measured  
at 720 nm. The test sample without Folin–Ciocalteu  
reagent was defined as a control. The tannin  
absorbance in the extract is calculated as Eq. 2:

A = (A1 – B1) – (A2 – B2) ,                                               (2)

where A, A1, and A2 are the absorbance of tannin  
for solution 1 and solution 2; B1 and B2 are the  
absorbance of the blank in solution 1 and solution 2, 
respectively.

The TTC is expressed as milligrams of tannic  
acid equivalents per gram of sample (mg TAE/g).

In vitro xanthine oxidase inhibitory activity assay

The Abd El-Rahman and Abd-ELHak method  
was applied to evaluate the xanthine oxidase  
inhibitory activity of studied extracts [17]. Firstly,  
the reaction mixture contains 250 µL extract in  
DMSO 5%, 175  µL of sodium phosphate buffer  
(pH 7.5), and 150 µL enzyme (0.2 units/mL of 
xanthine oxidase in phosphate buffer). The mixture was 
incubated for 15 min at 37 ℃ before adding 300 µL of  

xanthine (mM) and then further incubating for  
30 min at 37 ℃. The reaction was stopped with the  
addition of 125 µL HCl 1M. The absorbance was  
measured at 290 nm by Genesys 10S UV–Vis 
spectrophotometer. Allopurinol was used as a positive 
control. Xanthine oxidase inhibitory activity was 
expressed as the percentage inhibition of xanthine 
oxidase and calculated as Eq. 3:

,                   (3)

where XO is xanthine oxidase; Ablank is the absorbance  
at 290 nm of blank; Asample is the absorbance at 290 nm 
of the sample.

In vitro antioxidant assay

The presence of free radicals is one of  
the consequences of diseases [18]. The DPPH  
radical is the most popular method to determine  
free radical scavenging activity, Sharma and Bhat 
method with slight modification was used in this  
study [19]. Briefly, 120 μL of extract in methanol  
at various concentrations were reacted with 180 μL  
of DPPH in methanol. The reaction mixture was  
stored in the dark at 25 ℃ for 30 min. The DPPH  
solution, ascorbic acid (vitamin C), and methanol 
were used as negative-, positive-, and blank controls, 
respectively. The absorbance was measured at 517 nm 
using a Genesys 10S UV–Vis spectrophotometer  
to calculate the percentage of inhibition (Eq. 4)  
as follows: 

% DPPH radical scavenging activity = 

,                                             (4)

where Acontrol is the absorbance of the negative  
control and Asample is the absorbance of the test  
solution.

Statistical analysis

All experiments were carried out in triplicate; the 
data were expressed as mean ± standard deviation.

RESULTS AND DISCUSSION

Extraction efficiency of medical plant extracts

In the present study, the first task was to  
investigate the number of extraction cycles. All four 
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materials were extracted four times; the results are  
shown in Fig. 2. There were significant differences 
among the researched materials and the cycles.  
The total extraction efficiency of Apium graveolens L.  
leaves was the highest at 21.18%. However, the  
total extraction efficiencies of the others were not  
much different, falling in the range of 11.87 to  
13.26%. The main reasons for the variation  
were the significant amounts of petiole in the  
Eclipta prostrata L. and Artemisia vulgaris L. samples  
and high level of fiber in the Piper betle L. leaves. 
Meanwhile, the first-cycle extractions were the  
highest for all plants, with values falling in the  
range of 5.63 to 12.35%. In the first cycle, there 
were significant differences between compound 
concentrations in the internal and external plants.  
As a result, the diffusion was much easier than the  
others. The figure for Apium graveolens L., the 
first extraction yield, made up about 58% total one,  
whereas, in terms of Piper betle L., it accounted  
for roundly 72% total yield. The cycle extraction 
efficiency additionally decreased as the number 
of extracts increased, with fourth cycle extraction  
yields at less than 1%. Therefore, three-cycle  
extraction was applied in the following steps.

Phytochemical screening  
of medicinal plant extracts

Phytochemical screening was conducted to  
identify some bioactive compounds in the materials. 
The results can help to predict some bioactive  
abilities or side effects. In this study, typical  
natural compounds, including polyphenols, flavonoids, 
tannins, alkaloids, saponins, and carotenoids were 
determined; the results are shown in Table 1.  
Polyphenols demonstrate various bioactivity 

abilities, such as anti-xanthine oxidase, antioxidant,  
anti-carcinogenic, anti-oxygenase, and anti-telomerase 
[20, 21]. Flavonoids demonstrate significant bioactivity, 
especially anti-xanthine oxidase, antioxidant, anti-
inflammatory, and antibacterial [21, 22]. Tannins 
are strongly antioxidant compounds due to the  
presence of many hydroxyls (–OH) in their  
structures, although they can be characterized by  
difficult absorption and associated digestion  
problems [23, 24]. Moreover, bioactive capabilities 
offered by alkaloids, such as anti-xanthine oxidase  
and anti-inflammatory effects, address gout symptoms 
[25, 26]. Saponins are known to play important roles  
in preventing or treating cancer, reducing inflammation, 
and increasing blood cholesterol [27, 28]. Finally, 
carotenoids are demonstrated as typical antioxidant 
compounds because of their reactions to superoxide 
radicals and peroxyl groups [29].

The experiment results (Table 1) demonstrated 
the presence of polyphenols, flavonoids, tannins, 
and saponins in all four extracts. As a result, it is  
predicted that these materials will exhibit anti-
xanthine oxidase and antioxidant activities. In addition, 
the antioxidant effect of carotenoids found in in  
Artemisia vulgaris L. and Piper betle L. offers 
additional mechanisms to those of other antioxidant  
compounds such as polyphenols, flavonoids, tannins, 
and carotenoids. Antioxidant activity contributes  
to the balance of homeostasis when suffering from 
diseases [18].

TPC, TFC, and TTC of extract plants

As already mentioned, polyphenols, flavonoids, 
and tannins are considered in terms of their  
important xanthine oxidase inhibition and  
antioxidant roles. In this study, the TPC and TTC  
were measured using Folin–Ciocalteu reagent, while 
TFC was determined by the aluminum chloride  
method; these popular methods offer reliable results  
[15, 16]. The TPC, TFC, and TTC were determined as 
described in Fig. 3. The research materials demonstrated 
widely ranging differences in terms of these values.  
Piper betle L. had by far the highest values when  
the TPC, TFC, and TTC were 437.12 mgGA/g;  
668.18 mgQEU/g, and 62.63 mgTAE/g, respectively. 
In contrast, the values of Apium graveolens L. were 
the lowest. It is forecasted that Piper betle L. shows 
the highest potential xanthine oxidase inhibition  
and antioxidant activity, whereas these bioactive  
abilities of Apium graveolens L. can be much worse. 
However, the high value of TTC of Piper betle L.  
can cause some side effects, especially in terms  
of difficult absorption and digestion of nutrients [24].  
For this reason, it is necessary to use it cautiously.

Fig. 2. Extraction efficiencies of four studied plants.



Screening of medicinal plant extracts in Vietnam ...

44

Tonkie Khimicheskie Tekhnologii = Fine Chemical Technologies. 2023;18(1):38–47

Anti-xanthine oxidase and antioxidant activities

To confirm their bioactive abilities, in vitro assay 
of the the materials was carried out with anti-xanthine 
oxidase and antioxidant as illustrated in Table 2.

The bioactive properties as illustrated by IC50  
values are shown in Table 2. As expected, Piper betle L. 
showed the most potential material, with IC50 values  
of anti-xanthine oxidase and antioxidant abilities  

Bioactive
compounds Test/Reagent

Medicinal plants
Eclipta prostrata L. Artemisia vulgaris L. Apium graveolens L. Piper betle L.

Polyphenols Iron(III) chloride + + + ++

Flavonoids Lead acetate 10% + + + ++

Tannins Gelatin 1% + ++ + ++

Alkaloids Bouchardat + ++ – +

Saponins Liebermann– 
Burchard + + + +

Carotenoids Sulfuric acid – + – ++

– Not detected, + Slightly positive reaction, and ++ Strong positive reaction.

Table 1. Phytochemical screening results from leaf extract of four plants

Fig. 3. Total content of polyphenols, flavonoids,  
and tannins of four extract plants.

being lower than the positive controls, such as  
allopurinol and ascorbic acid. The results agree with  
an earlier study carried out into the xanthine oxidase 
inhibitory effect of Piper betle L. [30]. Regarding  
anti-xanthine oxidase, the data of Eclipta prostrata L.  
and Artemisia vulgaris L. were almost the same,  
at 164 and 161.65 µg/mL, respectively. However,  
regarding antioxidant ability, Artemisia vulgaris L.  
was about 9 times better than Eclipta prostrata L.  
due to the difference in TTC values. In contrast,  
Apium graveolens L. had the worst anti-xanthine  
oxidase (IC50 554.83 µg/mL) and antioxidant  
abilities (IC50 309.52 µg/mL) due to the lowest TPC,  
TFC and TTC values. 

Combination of Piper betle L.  
and Artemisia vulgaris L.

Out of four plants, Piper betle L. was demonstrated 
to be the most promising material for preventing  
and treating gout disease and its complications, 
primarily in terms of reducing free radicals. However, 
as already mentioned, its high TTC value can  
lead to some negative side effects. Moreover, the  
TTC value of Artemisia vulgaris L. was significantly 
lower than that of Piper betle L., which demonstrated 
potential bioactive properties. Therefore, in this  

Table 2. Anti-xanthine oxidase and antioxidant of four studied extract plants

Materials
IC50, µg/mL

Anti-xanthine oxidase Antioxidant

Eclipta prostrata L. 164.00 + 2.51 56.80 + 2.75

Artemisia vulgaris L. 161.65 + 0.53 6.65 + 0.30

Apium graveolens L. 554.83 + 0.79 309.52 + 1.22

Piper betle L. 1.18 + 0.02 4.10 + 0.08

Positive control 1.57 + 0.01 * 5.87 + 0.12 **

* Allopurinol.
**Ascorbic acid.
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study, the leaf powders of Piper betle L. and  
Artemisia vulgaris were mixed together in different  
ratios to lower the TTC and improve anti-xanthine 
oxidase ability. The effects of the mass ratio of  
Piper betle L. and Artemisia vulgaris on TTC and  
xanthin oxidase activity are shown on Fig. 4.

value of 1:2 (w/w) was approximately 5 times higher 
than in the Piper betle L. data.

The decreasing TTC in the mixed extraction could  
be due to the low tannin content of Artemisia vulgaris L.  
Further, ethanol has more selectivity for polyphenol  
and flavonoid compounds; thus, with the high 
TFC and TPC in both plants, the tannin content in 
combination samples was lower than in the single 
samples. Accordingly, the ratio 1:1 (w/w) was 
the most promising when considering the aims  
of decreased TTC and the most effective xanthine 
oxidase inhibition. 

CONCLUSIONS

The present work investigated four plants in  
terms of their concentrations of three main compound 
groups comprising polyphenols, flavonoids, and  
tannins, as well as in terms of their anti-xanthine 
oxidase and antioxidant activities. Although the leaves 
of Piper betle L. showed the most promising results,  
its TTC value was significant at 62.63 mgTAE/g.  
In order to reduce side effects, a combination of  
Piper betle L. and Artemisia vulgaris L. was prepared 
and investigated. As a result, the ratio 1:1 (w/w)  
showed the most potential when the TTC and IC50  
were 20.85 mgTAE/g and 3.94 µg/mL.
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Fig. 4. TTC values (a) and xanthine oxidase inhibition (b) 
of different ratios of Piper betle L.  
and Artemisia vulgaris L. (w/w).

The findings showed a decline in the TTC data  
with an increase in the ratio of Artemisia vulgaris L. 
Here, the TTC value ratio 2:1 (w/w) was half that  
of Piper betle L. Meanwhile, the TTC data of the  
ratio 1:1 (w/w) was about three times lower than that  
of Piper betle L. In contrast, when increasing the  
content of Piper betle L., the combination shows  
better xanthine oxidase inhibition; all of these 
combinations showed dramatically better results  
than Artemisia vulgaris L. Both ratios 2:1 and 1:1 (w/w) 
had approximately similar IC50 values about 3.5 times  
higher than that of Piper betle L. Meanwhile, this  

(a)

(b)
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НАУЧНАЯ СТАТЬЯ

Способ получения рекомбинантных антител,  
продуцируемых клеточной линией, трансдуцированной  
рекомбинантными аденовирусами
Е.С. Седова, Д.Н. Щербинин, А.С. Банделюк, Л.В. Верховская, Н.Ю. Вискова, 
Е.Д. Авдонина, В.В. Прокофьев, Е.И. Рябова, И.Б. Есмагамбетов, К.А. Первойкина, 
Е.А. Богачева, А.А. Лысенко, М.М. Шмаров

Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного 
академика Н.Ф. Гамалеи Министерства Здравоохранения Российской Федерации,  
Москва, 123098 Россия
Автор для переписки, e-mail: sedova-es@yandex.ru

Аннотация

Цели. Разработать технологию получения рекомбинантных антител в суспензион-
ной культуре клеток человека HEK293 с помощью трансдукции рекомбинантными  
аденовирусами человека пятого серотипа, несущими гены, экспрессирующие тяжелые 
и легкие цепи антител, на примере двух противогриппозных антител широкого  
спектра действия 27F3 и CR9114. 
Методы. Рекомбинантные аденовирусы Ad5-27F3-H, Ad5-CR9114-H и Ad5-27F3-L,  
несущие ген тяжелой цепи антитела 27F3, ген тяжелой цепи антитела CR9114 и ген 
легкой цепи 27F3, были получены с помощью набора AdEasy™ Adenoviral vector system. 
Для накопления препаративных количеств рекомбинантных антител r27F3 и rCR9114 
суспензионную клеточную линию HEK293 трансдуцировали рекомбинантными адено-
вирусами, несущими гены тяжелых и легких цепей антител, и культивировали клетки 
в биореакторе волнового типа. Рекомбинантные антитела очищали из культуральной 
жидкости хроматографическим методом. Молекулярную массу полученных антител 
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RESEARCH  ARTICLE

анализировали с помощью белкового электрофореза, их способность взаимодействовать 
с вирусами гриппа А и В методом вестерн-блот анализа, а способность нейтрализовать 
вирусы гриппа А и В с помощью реакции вирус-нейтрализации. 
Результаты. Отработана методика накопления и очистки рекомбинантных  
антител r27F3 и CR9114 из культуральной жидкости суспензионной культуры  
клеток человека после трансдукции ее рекомбинантными аденовирусами, несущими 
гены тяжелых и легких цепей этих антител. Показана способность антитела r27F3 
взаимодействовать с вирусами гриппа А подгруппы 1 (кроме вируса грипп А субтипа H2) 
и подгруппы 2 и нейтрализовать их. Показана способность антитела rCR9114 взаимо-
действовать с вирусами гриппа А подгруппы 1 и вирусами гриппа В, а также нейтрали-
зовать вирусы гриппа А подгруппы 1. 
Выводы. Отработана технология получения рекомбинантных антител в суспензион-
ной культуре клеток HEK293 с помощью трансдукции рекомбинантными аденовирусами, 
несущими гены, экспрессирующие тяжелые и легкие цепи антител, и показана их  
специфичность.

Ключевые слова: рекомбинантные антитела, рекомбинантный аденовирус человека 
пятого серотипа, суспензионная культура клеток
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Abstract

Objectives. To develop a technology for obtaining recombinant antibodies in a suspension culture 
of human HEK293 cells using transduction with recombinant adenovirus serotype 5 (rAd5) 
carrying genes expressing heavy and light chains of antibodies on the example of two broad-
spectrum anti-influenza antibodies 27F3 and CR9114.
Methods. Ad5-27F3-H, Ad5-CR9114-H, and Ad5-27F3-L recombinant adenoviruses carrying the 
27F3 antibody heavy chain gene, CR9114 antibody heavy chain gene, and 27F3 light chain 
gene, respectively, were generated using the AdEasy™ Adenoviral vector system. To accumulate 
preparative amounts of recombinant r27F3 and rCR9114 antibodies, the HEK293 suspension cell 
line was transduced with recombinant adenoviruses carrying genes for heavy and light chains 
of antibodies. The cells were cultured in a wave-type bioreactor. Chromatography was used to 
purify recombinant antibodies from the culture medium. After analyzing the molecular weights of 
purified antibodies using protein electrophoresis, their ability to interact with influenza A and B 
viruses was analyzed using the Western blot technique, while their ability to neutralize influenza 
A and B viruses was evaluated using the virus neutralization assay.
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Results. A method for the accumulation and purification of recombinant r27F3 and CR9114 
antibodies from the culture medium of a suspension culture of human cells following transduction 
with its recombinant adenoviruses carrying the genes for heavy and light chains of these 
antibodies was developed. The ability of the r27F3 antibody to interact with and neutralize 
influenza A viruses of group 1 (except influenza A virus subtype H2) and group 2 was shown. 
The ability of the rCR9114 antibody to interact with influenza A viruses of group 1 and influenza 
B viruses, as well as to neutralize influenza A viruses of group 1, was demonstrated.
Conclusions. A technology for obtaining recombinant antibodies in a suspension culture of 
HEK293 cells using transduction with recombinant adenoviruses carrying genes expressing 
heavy and light chains of antibodies was developed along with a confirmation of their specificity.

Keywords: recombinant antibodies, recombinant human adenovirus 5 serotype, suspension cell 
culture
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ВВЕДЕНИЕ

Благодаря таким свойствам, как высокое срод-
ство и специфичность к конкретному антигену, 
моноклональные антитела широко используются  
как в лабораторной практике для обнаружения, 
очистки и характеристики целевых белков, так и в 
медицине, для диагностических и терапевтических 
целей [1, 2]. Биологические препараты на основе  
антител являются одним из самых продаваемых 
классов биомолекул на современном рынке. 

Современные рекомбинантные технологии 
позволяют проводить наработку антител в препа-
ративных количествах. На сегодняшний день для 
продукции рекомбинантных антител (рАТ), а  
также их фрагментов, применяют следующие 
системы экспрессии: бактериальную, дрожжевую, 
экспрессию с помощью бакуловирусных векто- 
ров в клетках насекомых, а также экспрессию в  
клетках млекопитающих [3]. Все эти системы 
экспрессии подразумевают получение высоко-

производительного продуцента, постоянно экспрес-
сирующего целевой белок. Бактериальная [4] и 
дрожжевая [5] системы экспрессии характеризуются  
высоким выходом целевого продукта (20–1000 мг  
антитела с 1 л культуральной жидкости), однако 
подходят только для получения неглико-
зилированных фрагментов антител (бактерии) 
или высоко манозилированных форм антител, 
которые быстро выводятся из организма (дрожжи) 
[6]. Гликозилирование антител, полученных в 
дрожжевой и бакуловирусной системе экспрессии 
[7], отличается от нативного гликозилирования 
антител млекопитающих [8]. Сегодня большин- 
ство терапевтических антител производят в  
клетках млекопитающих, которые лучше всего 
подходят для продукции рАТ, обладающих 
наибольшей степенью биологического сходства 
с антителами, вырабатывающимися в организме 
человека. Количество рАТ, получаемых в клетках 
CHO (клетки яичника китайского хомячка) 
могут достигать примерно 10 г/л культуральной  
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жидкости [8]. Еще более высокого титра антител 
можно добиться при экспресии в эмбриональной 
линии клеток сетчатки человека Per.C6 (Crucell, 
Лейден, Нидерланды) – до 27 г/л в перфузион- 
ном биореакторе. Однако создание высокопро-
дуктивных клеточных линий слишком дорого, 
трудоемко и требует много времени [9].

Более простым и дешевым методом является 
временная экспрессия генов антител в клетках 
млекопитающих, так как она не требует создания 
клеточных линий-продуцентов [10]. Такой способ 
продукции антител подходит для мелкосерийного 
и внутрилабораторного производства. В качестве 
примера можно привести самый распространен-
ный на сегодняшний день метод наработки рАТ – 
временная котрансфекция клеточной линии CHO 
двумя плазмидами, несущими экспрессионные 
кассеты с легкой и тяжелой цепями антитела.  
При использовании такой технологии экспрессион-
ная кассета не интегрируется в геном клетки и, 
соответственно, длительная экспрессия антител  
не поддерживается, гены экспрессируются в 
течение нескольких дней, после чего трансген  
теряется из-за деления клетки или факторов 
окружающей среды [11].

Несмотря на широкое применение, времен-
ная экспрессия рАТ в клетках CHO также имеет 
недостатки. Показано, что профиль гликозилиро-
вания различается у белков, получаемых в куль- 
туре клеток СНО, и белков, получаемых в культурах 
клеток человека [12]. Поэтому такие человече-
ские клеточные линии, как Per.C6 и HEK293, так-
же широко используются для получения моно-
клональных антител. Клеточная линия HEK293 
способна обеспечивать оптимальные пост-транс-
ляционные модификации антител человека, вклю-
чая их гликановый профиль [13, 14]. Системы экс-
прессии, основанные на суспензионных клетках 
человека, с использованием бессывороточных  
сред, поддерживающих высокую плотность 
суспензии, позволяют добиться выхода целевых 
антител в десятки и сотни миллиграмм с литра 
культуральной среды [6]. Однако трансфекция  
суспензионных клеточных культур является трудо-
емким методом, требующим использования доста-
точно дорогих реактивов, а также высокоочищен- 
ных плазмид [15], что не оправдано для мелкосерий-
ного и внутрилабораторного производства.

В связи с вышесказанным, в настоящее время 
актуальными является разработка новых или 
усовершенствование существующих технологий  
для наработки и очистки рАТ. Одной из таких 
технологий является использование рекомбинант-
ных вирусных векторов, позволяющих эффективно 
доставлять генетическую информацию во многие 
типы клеток, в том числе в суспензионные 

культуры клеток человека [16]. Использование 
рекомбинантных вирусных векторов для доставки 
в клетки-продуценты генетической информации, 
кодирующей целевые антитела, позволяет удешевить 
и упростить технологию благодаря исключению 
стадии трансфекции. Наиболее распространенным  
и хорошо изученным вирусным вектором для  
доставки генетической информации в клетки  
человека, является рекомбинантный аденовирус 
человека пятого серотипа (рАд5). Нами была 
разработана методика получения рАТ путем 
трансдукции линии клеток эмбриональной почки 
человека HEK293 рАд5, несущими гены тяжелой и 
легкой цепи целевых антител. Такой подход впер-
вые используется для разработки технологии по-
лучения препаративных количеств рекомбинант-
ных антител. В качестве целевых антител были  
выбраны антитела к гемагглютинину вируса  
гриппа широкого спектра действий – 27F3 [17] и 
CR9114 [18].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Вирусы

В работе использовали вирусы гриппа А  
A/California/04/2009 (H1N1) (номера в GenBank KY238116– 
KY238123), A/BlackDuck/NewJersey/1580/1978 (H2N3) 
(номера в GenBank KX879562–KX879569),  
A/Aichi/2/1968 (H3N2) (номера в GenBank KX879570– 
KX879577), A/Duck/Pensylvania/10218/1984 (H5N2) 
(номера в GenBank KX879578–KX879585),  
A/Chicken/Moscow/NJ294598-12/20017 (H7N2) 
(номера в GenBank MN400380–MN400388),  
A/Swine/HongKong/9A-1/1998 (H9N2) (номера в 
GenBank KX879586–KX879593), а также вирусы 
гриппа В – B/Phuket/3073/2013 и B/Washington/20/2019, 
полученные из Государственной коллекции  
вирусов РФ (подразделение Институт вирусологии  
им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ  
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России).

Культуры клеток

Адгезионная и суспензионная клеточные 
культуры эмбриональной почки человека HEK293 
были получены из Коллекции клеточных культур 
лаборатории культур тканей подразделения 
Института вирусологии им. Д. И. Ивановского  
ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава 
России. Культура клеток аденокарциномы 
кишечника Caco-2 была получена из Российской 
коллекции клеточных культур Института цитологии 
Российской академии наук. 
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Антитела

В работе был использован антивидовой 
иммунопероксидазный конъюгат Anti-Human IgG 
(Fc specific)−Peroxidase antibody (A0170, Merck, 
Германия).

Получение рАд5, экспрессирующих гены 
тяжелой и легкой цепи антитела человека 

27F3, а также ген тяжелой цепи  
антитела человека CR9114

Последовательности нуклеотидов, кодирующие 
тяжелые и легкие цепи целевых антител, были 
химически синтезированы (Евроген, Россия) и  
клонированы в плазмиду pAL-TA. Далее целевые 
гены переклонировали в плазмиду pShuttle-CMV из 
набора AdEasy™ Adenoviral vector system (Agilent 
Stratagene, США). Рекомбинантные аденовирусы 
Ad5-27F3-H, Ad5-CR9114-H и Ad5-27F3-L, несущие 
гены тяжелой цепи антитела 27F3, ген тяжелой цепи 
антитела CR9114 и ген легкой цепи антитела 27F3, 
соответственно, получали согласно инструкции к 
набору. Титры рАд5 определяли на адгезионной 
культуре клеток НЕК293 с помощью реакции 
бляшкообразования [19]. 

Накопление препаративных количеств рАТ 
r27F3 и rCR9114 в культуральной жидкости

Для накопления препаративных количеств 
антител r27F3 и rCR9114 суспензионную клеточную 
линию HEK293 трансдуцировали рАд5 Ad5-27F3-L 
и Ad5-27F3-H или Ad5-27F3-L и Ad5-CR9114-H. 
Для этого клетки культивировали в биореакторе 
волнового типа в мешках для культивирования  
клеток Biostat® CultiBag RM 5L (Sartorius AG,  
Германия) в культуральной среде CDM4HEK293 
HyClone™ (Cytiva, США) с добавлением 2 г/л 
бикарбоната натрия (ПанЭко, Россия), 1 г/л Poloxamer 188  
(Corning, США) и 4 мМ L-глутамина (ПанЭко,  
Россия) при температуре 37 °С и 5% CO2.  
После достижения концентрации 2∙106 клеток/мл  
в культуру асептически вносили 100 мл  
вирусной суспензии, содержащей аденовирус 
Ad5-27F3-L (2∙108 БОЕ/мл) (бляшкообразующих 
единиц в мл), и 200 мл суспензии, содержащей 
аденовирус Ad5-27F3-H (108 БОЕ/мл), или 200 мл  
суспензии, содержащей аденовирус Ad5-CR9114-H 
(108 БОЕ/мл). Клетки совместно с рекомбинант- 
ными аденовирусами инкубировали в течение  
3 суток до достижения 50–60% цитопатического 
действия (ЦПД). Процент погибших клеток 
определяли путем визуального подсчета в  
камере Горяева аликвоты клеточной суспензии, 

окрашенной трипановым синим. Полученную 
клеточную суспензию центрифугировали при  
7700g в течение 20 мин при комнатной темпера- 
туре (20 ℃) и отбирали надосадочную жидкость,  
которую хранили при температуре −70 °С в 
стерильных пробирках.

Препаративное выделение рАТ r27F3  
и rCR9114 из культуральной жидкости

Четыре литра осветленной культуральной  
жидкости фильтровали через капсульный фильтр 
Sartopore® 2 0.45/0.2 мкм (Sartorius AG, Германия).  
рН культуральной жидкости доводили до 7.2  
добавлением 1 М Трис-HCl, pH 8. Кондуктиность  
доводили до 17 мС раствором 5 М хлорида 
натрия. Хроматографическую колонку ХК26/20 
(Cytiva, США), упакованную 20 мл сорбента 
MabSelect SuRe™ (Cytiva, США), уравновеши- 
вали буфером, содержащим 20 мМ фосфата натрия 
и 150 мМ хлорида натрия, рН 7.2. Культуральную 
жидкость наносили с линейной скоростью 500 см/ч. 
После нанесения колонку промывали 10 объемами  
колонки буфером, содержащим 20 мМ фосфата 
натрия и 150 мМ хлорида натрия, рН 7.2. Антитела 
элюировали в изократическом режиме буфером,  
содержащим 150 мМ хлорида натрия, 0.1% Tween® 20,  
200 мМ глицин-HCl, рН 3.5, и нейтрализовали  
добавлением в элюат 10% раствора 1 М Трис-HCl, 
pH 8. Дополнительную очистку и замену буфера  
на буфер, содержащий 20 мМ фосфата натрия, 
150 мМ хлорида натрия, 0.05% Tween® 20,  
рН 7.2, проводили при помощи гель-фильтрации  
на хроматографической колонке ХК 26/100 (Cytiva, 
США), упакованной сорбентом Superdex™ 200  
prep grade (Cytiva, США).

Для удаления остаточного количества 
возможной примеси рАд5 проводили противо- 
вирусную фильтрацию препаратов рАТ при 
помощи фильтров Viresolve® Pro Micro (Millipore, 
США). Фильтрацию осуществляли при постоянном  
давлении 0.9 бар, при помощи подачи сжатого 
воздуха. Отработанные фильтры перед утилиза- 
цией стерилизовали автоклавированием.

Дот-иммуноферментный анализ (дот-ИФА)

На нитроцеллюлозный фильтр по радиусу 
располагали точки для последующего нанесения 
образцов и визуального контроля адсорбции, 
включая точки для положительного и отрица-
тельного контролей. Образцы в объеме 1.5 мкл 
наносили на точку и давали им высохнуть, 
контролируя на просвет. Затем нитроцеллюлоз- 
ный фильтр отмывали 3 раза для удаления 
несвязавшихся белков раствором 0.1% Tween® 20. 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/a0170?lang=en&region=RU
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От неспецифического связывания фильтр блоки-
ровали 30 мин на шейкере рабочим фосфатным  
буфером рН 7.2 с 2% инертным белком  
Blosker™ Casein в фосфатно-солевом буфере 
(Thermo Fisher Scientific, США). По окончанию ин-
кубации фильтр отмывали три раза дистиллирован- 
ной водой, затем три раза по 10 мин раствором  
0.1% Tween® 20 на шейкере. После отмывки фильтр 
инкубировали в рабочем разведении 1/5000 анти- 
видового иммунопероксидазного конъюгата  
Anti-Human IgG (Fc specific)−Peroxidase antibody 
(Merck, Германия) в течение 30–40 мин при 37 °С 
на шейкере. После окончания инкубации снова 
проводили отмывку. Окрашивание проводили 
готовым раствором 3,3′-диаминобензидина  
Pierce™ DAB Substrate Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США). Реакцию останавливали через 10 мин, 
перенеся фильтр в дистиллированную воду.

Электрофорез белков в полиакриламидном 
геле с додецилсульфатом натрия (ПААГ-ДСН)

Фракционирование белков проводили методом 
электрофореза в 10% ПААГ-ДСН, в буферной 
системе Лэммли, с использованием вертикаль-
ного прибора для мини-гелей Mini-Protean® 3 Cell 
(Bio-Rad, США). С целью анализа мономерной и 
мультимерной форм белка, перед внесением в гель 
образцы были обработаны в денатурирующих (+) 
и неденатурирующих (−) условиях. К образцу (+) 
был добавлен равный объем двукратного диссоци- 
ирующего буфера 2× Laemmli Sample Buffer (Merck,  
Германия), содержащего меркаптоэтанол, затем 
пробы были прогреты при 95 °С в течение 7 мин. 
К образцу (−) был добавлен равный объем дву-
кратного буфера, не содержащего меркаптоэтанол, 
без последующего прогревания. Образцы вносили 
в лунки геля и проводили электрофорез при 
постоянной силе тока 20 мА/гель в электродном 
буфере следующего состава: 25 мМ Трис-HCl,  
0.2 М глицина, 0.1% додецилсульфат натрия,  
рН 8.3. По окончании электрофореза гель скани-
ровали с помощью прибора Gel Doc™ EZ imager  
(Bio-Rad, США). В качестве маркеров для электро-
фореза были использованы PageRuler™ Unstained 
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, США) и 
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo 
Fisher Scientific, США).

Высокоэффективная жидкостная  
хроматография и гель-фильтрация (ВЭЖХ-ГФ)

Для изучения очищенных препаратов 
рАТ r27F3 и rCR9114 применяли метод ВЭЖХ 
с использованием хроматографической системы  
Agilent 1260 Infinity II (Agilent Technologies, США)  

и хроматографическую колонку Phenomenex SEC-s3000 
(размер частиц: 5 мкм, размер пор: 290 Å, геометрия: 
300 × 7.8 мм) (Phenomenex, США). Хроматографию 
проводили в изократическом режиме, со скоро-
стью потока 0.3 мл/мин, 25 °С, с использованием 
ультрафиолетового детектора на длине волны  
280 нм. Обсчет полученных результатов прово- 
дили при помощи программного обеспечения 
OpenLAB CDS Chemstation VL Edition (Agilent 
Technologies, США). 

Изучение функциональной активности рАТ  
с помощью вестерн-блоттинга

Для постановки вестерн-блоттинга был 
осуществлен электрофорез в ПААГ-ДСН, а затем 
проведен трансфер белков из геля на мембрану 
полусухим переносом на приборе Trans Blot® SD 
Semi-dry Transfer cell (Bio-Rad, США) при постоян- 
ной силе тока 250 мА на площадь геля 5 × 8 см.  
По окончании переноса нитроцеллюлозную  
мембрану Nitrocellulose membranes 0.2 (Bio-Rad, 
США) трижды отмывали в дистиллированной  
воде в течение 10 мин и блокировали свободные 
сайты мембраны буфером, содержащем инертный 
белок Blosker™ Casein в фосфатно-солевом  
буфере (Thermo Fisher Scientific, США) в тече-
ние 30 мин при 37 °С на шейкере. Затем мембрану 
инкубировали буферном растворе, содержащем 
антитело r27F3 или антитело CR9114 в рабочем 
разведении 1/50 на шейкере при 22 °С в течение 
ночи (16 ч). По окончании инкубации, мем- 
брану промывали дистиллированной водой, затем  
трижды по 10 мин фосфатным буфером рН 7.2  
с 0.1% Tween® 20 на шейкере. Затем проводили 
инкубацию с вторичными антителами к Fc-фраг- 
менту IgG человека, конъюгированными с 
пероксидазой хрена в разведении 1/5000 в тече- 
ние часа при 37 °С на шейкере. После инкубации 
мембрану снова отмывали и проводили хемилюми-
нисцентную детекцию связавшегося комплекса 
c использованием реактива ECL™ Prime Western 
Blotting Detection Reagent (GEHealthcare, США)  
с последующим сканированием иммуно- 
реплики на приборе Amersham™ Imager 680 
(GEHealthcare, США).

Накопление и концентрирование  
вирусов гриппа

Вирусы гриппа А и В были накоплены в 
аллантоисной жидкости 9-дневных куриных 
эмбрионов при 37 °С в течение 48 ч. Вирус-содержащая 
аллантоисная жидкость хранилась при −70 °С.

Вируссодержащую аллантоисную жидкость 
после осветления центрифугированием при  

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/a0170?lang=en&region=RU


Способ получения рекомбинантных антител, продуцируемых клеточной линией, ...

54
Tonkie Khimicheskie Tekhnologii = Fine Chemical Technologies. 2023;18(1):48–64

3000 об/мин, 15 мин, 4 °С наслаивали на 4 мл 
20% сахарозы в буферном растворе, содержа- 
щим 0.15 М NaCl и 0.01 M Трис-HCl, pH 7.2 и  
осаждали ультрацентрифугированием в роторе  
SW-27 (Beckman Coulter, США) со скоростью 
22000 об/мин в течение 90 мин при 4 °С. Получен- 
ный осадок ресуспендировали в гомогенизаторе 
Даунса в том же буферном растворе в 1/64 исход- 
ного объема и повторно осветляли центри-
фугированием на малой скорости (3500 об/мин, 
8 мин, 4 °С). Очищенный и сконцентрированный 
вирусный препарат титровали с помощью реакции 
гемагглютинации (РГА) [20], а также оценивали 50% 
тканевое цитопатическое действие ТЦД50/мл на куль-
туре клеток аденокарциномы кишечника Caco-2, и 
хранили при −80 °С.

Реакция вирус-нейтрализации

Реакцию вирус-нейтрализации проводили 
на культуре клеток аденокарциномы кишечника  
Caco-2. Клетки культивировали на среде Dulbecco’s 
modified Eagles medium (DMEM) c высоким 
содержанием глюкозы (HyClone, США) с добав-
лением 10% эмбриональной сыворотки (HyClone, 
США) 2 г/л бикарбината натрия (ПанЭко, Россия), 
пенициллина/стрептомицина 25000 Ед (ПанЭко, 
Россия) и 4 мМ L-глутамина (ПанЭко, Россия) 
при температуре 37 °С и 5% CO2. Реакцию вирус-
нейтрализации проводили в 96-луночом планшете 
при концентрации клеток (4–6)∙104 кл/лунку. 
Предварительно в 96-луночном планшете смеши- 
вали целевой вирус гриппа в количестве 102 
ТЦД50/лунку и двукратные разведения сывороток, 
сделанные в среде с 0.5% гидролизатом лактальбу- 
мина с солями Хенкса (ПанЭко, Россия). Получен-
ную смесь инкубировали в течение 40 мин при  
37 °С и добавляли к клеткам. Через 40 мин прово-
дили смену среды на бессывороточную DMEM. 
Через 4–5 суток среду с планшета с клеточной 
культурой отбирали и оценивали в ней присут- 
ствие частиц вируса гриппа с помощью РГА [20]. 
Анализ проводили с четырехкратным повтором. 
Результаты реакции выражали с помощью 50% 
ингибирующей концентрации (ИК50), представ- 
ляющей собой количество антитела, ингибиру- 
ющее вирус в 50% случаев.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение рАд5, экспрессирующих гены 
антител человека 27F3 и CR9114

Для разработки новой технологии получения 
рАТ в суспензионных эукариотических клетках, 
трансдуцированных рекомбинантными вирусными 

векторами, экспрессирующими гены рАТ, нами 
была выбрана система «рекомбинантный вирус-
ный вектор на основе аденовируса человека 
пятого серотипа для трансдукции суспензионной 
культуры клеток человека HEK293». Такая система 
позволяет продуцировать антитела с наиболее 
близким к нативному для человека профилем 
гликозилирования и не требует дорогостоящих 
реактивов и трудоемкого метода трансфекции 
клеточной суспензии плазмидами. Ранее нами 
были опубликованы работы, где была показана 
возможность экспрессии гена рекомбинантного 
мини-антитела с использованием аденовирусного 
вектора в эукариотических клетках как in vitro [21], 
так и in vivo [22]. 

Мы провели литературный поиск моно-
клональных антител, которые могли бы послужить 
моделью для отрабатываемой технологии. В каче- 
стве модели мы решили выбрать антитела, 
специфичные к гемагглютинину вируса гриппа,  
с известной третичной структурой и широким 
спектром действия, позволяющим выявлять 
вирусы гриппа различных субтипов. Как правило, 
наибольшей широтой спектра действия обладают 
антитела, взаимодействующие с консервативной, 
стволовой частью гемагглютинина. Из множества 
известных моноклональных антител к стволовому 
домену гемагглютинина, четыре антитела 
(CR9114, 27F3, CR6261, F10) взаимодействуют 
с гемагглютинином только в комплементарных 
определяющих областях тяжелых цепей [23],  
что делает их удобной моделью для препаратив- 
ного получения с помощью рекомбинантных  
аденовирусов, так как не требует создания отдель- 
ных конструкций, кодирующих легкие цепи, для 
каждого антитела. В качестве модельных нами 
были выбраны противогриппозные антитела 27F3 
и CR9114, поскольку они имеют максимально  
широкий спектр распознавания. В литературе  
показана возможность антитела 27F3 взаимодей-
ствовать с гемагглютининами вирусов гриппа  
субтипов H1, H5, H6, H9, H11, H12, H13 и H16 
подгруппы H1, и гемагглютининов H3, H7 и H10 
подгруппы H3 [17]. Для антитела CR9114 показана 
способность взаимодействовать с гемагглютини- 
нами вирусов гриппа Н1, Н5, Н9, Н12, Н13,  
Н16 подгруппы Н1 и гемагглютининами вирусов 
гриппа Н3, Н7, Н10, Н15 подгруппы Н3, а также  
с различными вирусами гриппа В [18].

Антитела 27F3 и CR9114 взаимодействуют 
со стволовым доменом гемагглютинина вируса 
гриппа и относятся к классу антител VH1-69. 
Взаимодействие этого класса антител со своим 
эпитопом проходит при участии только тяжелой 
цепи [17]. Согласно литературным данным,  
для препаративного накопления с высоким выхо- 
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дом тяжелой цепи антитела в эукариотических 
системах экспрессии, необходима экспрессия  
легкой цепи в эквивалентных количествах [7].  
Поэтому нами были сконтруированы три рАд5: 
рАд5, несущий ген тяжелой цепи антитела 
27F3, рАд5, несущий ген тяжелой цепи антитела  
CR9114, а также рАд5, несущий ген легкой цепи  
антитела 27F3, который был предназначен 
для получения транзиентной экспрессии как 
полноразмерного антитела 27F3, так и полнораз- 
мерного антитела CR9114.

Аминокислотные последовательности Fab-фраг- 
ментов тяжелой и легкой цепей антитела 27F3 и  
тяжелой цепи CR9114 были получены из белковой 
базы данных третичных структур – Protein Data 
Bank ID1 (5WKO и 4FQH). На основании получен-
ных аминокислотных последовательностей были 
построены нуклеотидные последовательности с 
кодонами, оптимизированными для экспрессии  
в клетках человека. Были разработаны генетиче- 
ские конструкции, в состав которых входил ген 
тяжелой или легкой цепи целевого антитела и 
лидерная последовательность секретируемой 
щелочной фосфатазы (secreted alkaline phosphatase, 
SEAP), необходимая для выхода антитела из  
клетки в культуральную среду. Схемы полученных 
конструкций представлены на рис. 1.

Рекомбинантные аденовирусы Ad5-27F3-H,  
Ad5-CR9114-H и Ad5-27F3-L получали в соответ-
ствии с инструкцией к набору AdEasy™ Adenoviral  
vector system (Agilent Stratagen, США). Препара-
тивное накопление рекомбинантных аденовирусов 
проводили в адгезионной культуре эукариотических 
клеток линии HEK293. В результате были  
получены клеточные лизаты, содержащие рекомби-
нантные аденовирусы Ad5-27F3-L, Ad5-CR9114-H 
и Ad5-27F3-H, имеющие титры 2∙108, 1∙108 и  
1∙108 БОЕ/мл, соответственно.

Подбор условий для получения 
препаративного количества рАТ  

в культуре клеток HEK293

На следующем этапе работы были подобраны 
оптимальные условия для накопления в куль-
туральной жидкости максимального уровня рАТ. 
Подбор условий проводили на примере рАТ 
r27F3 при трансдукции суспензионной линии 
клеток HEK293 рекомбинантными аденовирусами  
Ad5-27F3-L и Ad5-27F3-H. Клеточную суспензию 
с концентрацией 1∙106 клеток/мл трансдуцировали 
разными количествами клеточных лизатов, 

содержащих аденовирусные частицы Ad5-27F3-L и 
Ad5-27F3-H так, чтобы соотношение частиц было 
1:1. Были использованы дозы рАд5 2 БОЕ/клетку 
каждого аденовируса, 20 и 200 БОЕ/клетку. Оценку 
количества целевого антитела в культуральной 
жидкости проводили при наступлении 30–40%, 
50–60% и 100% ЦПД. Полученные образцы 
культуральной жидкости анализировали в  
дот-ИФА с помощью конъюгированных с перокси-
дазой антител к Fc-фрагменту IgG человека. Каждая 
точка эксперимента была повторена трижды. Резуль-
таты дот-ИФА были разделены на три группы:  
«−» – отсутствие окрашенной точки на мембране 
в месте внесения образца, «+» – присутствие 
окрашенной точки, «++» – присутствие яркой, 
хорошо заметной окрашенной точки. Полученные 
результаты подбора условий представлены в табл. 1.

Как видно из табл. 1, оптимальными парамет- 
рами для накопления антитела r27F3 являются  
доза 200 БОЕ/клетку каждого рАд5 Ad5-27F3-L  
и Ad5-27F3-H, и наступление 50–60% ЦПД, что  
соответствует 3 суткам инкубации.

Дальнейшее накопление антитела r27F3 про-
водили при трансдукции клеточной суспензии  
200 БОЕ/клетку каждого рАд5 Ad5-27F3-L и Ad5-27F3-H 
и антитела rCR9114 при трансдукции суспензии 
200 БОЕ/клетку Ad5-27F3-L и Ad5-CR9114-H.  
Сбор культуральной жидкости проводили  
на третьи сутки инкубации при наступлении  
50–60% ЦПД.

Рис. 1. Схематическое изображение генетических 
конструкций, кодирующих тяжелую цепь антитела 
27F3, тяжелую цепь антитела CR914 и легкую цепь 

антитела 27F3. LP – лидерный пептид секретируемой 
щелочной фосфатазы SEAP; VH – вариабельный домен 
тяжелой цепи; VL – вариабельный домен легкой цепи; 

CH – константный домен тяжелой цепи;  
CL – константный домен легкой цепи.

Fig. 1. Schematic representation of the genetic constructs 
encoding the heavy chain of the 27F3 antibody, the heavy 

chain of the CR914 antibody, and the light chain of the 
27F3 antibody. LP – secreted alkaline phosphatase SEAP 

leader peptide; VH – heavy chain variable domain;  
VL – light chain variable domain; CH – heavy chain  
constant domain; CL – light chain constant domain.

1 https://www.rcsb.org/docs/general-help/identifiers-in-
pdb. Дата обращения 20.01.2021. / Accessed January 20, 
2021.

https://www.rcsb.org/docs/general-help/identifiers-in-pdb
https://www.rcsb.org/docs/general-help/identifiers-in-pdb
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Получение препаративных количеств рАТ 
r27F3 и rCR9114, хроматографическая очистка 

и анализ полипептидного спектра  
очищенных антител

На следующем этапе работы препараты  
рАТ r27F3 и rCR9114 были накоплены в препа-
ративных количествах и очищены из культуральной 
жидкости хроматографическим методом на колонке 
с аффинным сорбентом MabSelect™ SuRe™  
(Cytiva, США). Финальную очистку рАТ и замену 
буфера проводили при помощи гель-фильтрации с 
использованием сорбента Superdex® 200 pg (Cytiva, 
США). Такой подход для очистки рАТ использовался 
нами ранее [24] и позволяет получать препараты 
рАТ высокой степени очистки, достаточной для 
дальнейших лабораторных исследований in vitro и  
in vivo. Кроме того, для нивелирования потенциаль-
ного риска загрязнения препаратов рекомбинантны-
ми аденовирусами, используемыми для трансдукции 
клеток, препараты после финальной очистки были 
профильтрованы через противовирусные фильтры 
Viresolve® Pro (Millipore, США), имеющие размер пор 
20 нм и позволяющие эффективно избавляться как 
от оболочечных, так и от безоболочечных вирусов. 

В результате из 4 л культуральной жидкости 
было получено 12 мг рАТ r27F3 и 10 мг рАТ 
rCR9114. Препарат очищенного рАТ r27F3 имел 
концентрацию 1.12 мг/мл, а препарат очищенного 
рАТ rCR9114 имел концентрацию 0.56 мг/мл.

При изучении очищенных препаратов рАТ  
r27F3 и rCR9114 методом ВЭЖХ были получены  
следующие результаты, представленные на рис. 2 и 3. 

В результате была продемонстрирована высо-
кая степень чистоты полученных препаратов  
(более 90%). Разница по высоте и площади пиков 
рАТ r27F3 и rCR9114 связана с их различной 
концентрацией в препарате. Кроме того, было 
продемонстрировано различное время удержи- 
вания основных пиков в препаратах r27F3 и  
rCR9114, что указывает на различный гидродина-
мический радиус у двух данных молекул. По всей 
видимости, рАТ rCR9114 обладает значительно 
более объемной пространственной структурой и 
появляется на хроматограмме более ранним пиком 
по сравнению с r27F3. 

Анализ полипептидного спектра препаративно 
очищенных антител проводили методом белко-
вого электрофореза в ПААГ-ДСН. Для оценки 
способности антител формировать комплекс 
тяжелой и легкой цепи (H+L) использовали  
«плюс–минус» модификацию обработки образца, 
т.е. денатурирующие (+) и неденатурирующие (−) 
условия. Такая модификация позволяет идентифи-
цировать молекулярную массу как тяжелой и лег-
кой цепей по отдельности, так и секретируемого  
функционального комплекса IgG (H+L).

Результаты электрофореза в ПААГ-ДСН 
представлены на рис. 4. В денатурирующих усло-
виях наблюдались два фрагмента весом ~55 кДа  

Таблица 1. Подбор условий препаративного накопления антитела r27F3 в культуральной жидкости после  
трансдукции культуры клеток HEK293 Ad5-27F3-L и Ad5-27F3-H
Table 1. Selection of conditions for the preparative accumulation of the r27F3 antibody in the culture fluid after  
transduction of the HEK293 Ad5-27F3-L and Ad5-27F3-H cell culture

Количество вирусных частиц 
каждого рАд, БОЕ/клетку

Number of viral particles  
of each rAd, PFU/cell

Среднее ЦПД, %
Mean CPE, %

Время инкубации, сутки
Incubation time, days

Результаты дот-ИФА
Dot-ELISA results

2 36.5 6 −

2 56.2 7 −

2 100 9 −

20 37.2 4 −

20 53.4 5 +

20 100 7 −

200 40.1 2 +

200 56.5 3 ++

200 100 5 −
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и 25 кДа, что соответствует молекулярной массе 
H и L-цепей антитела. В неденатурирующих  
условиях наблюдался один фрагмент массой  
160 кДа, что соответствует полному комплексу 
IgG. Также показано, что полученные препараты 
рАТ имеют высокую степень электрофоретиче- 
ской чистоты.

Изучение активности и специфичности  
рАТ r27F3 и rCR9114

Fab-специфичность рекомбинантных противо-
гриппозных антител анализировали с помощью 
вестерн-блоттинга. В качестве антигенов исполь- 
зовали панель очищенных вирусов гриппа А  
и В. Образцы для проведения вестерн-блоттинга 
обрабатывали в неденатурирующих условиях.

Рис. 4. Электрофореграмма очищенных антител r27F3 и rCR9114: 
М – маркеры молекулярного веса; «+» – денатурирующие 

условия; «−» – неденатурирующие условия.
Fig. 4. Electropherogram of purified r27F3 and rCR9114  

antibodies. M are markers of molecular weight; “+” are denaturing 
conditions; “−” are non-denaturing conditions.

Результаты для пика (Процент площади 1%) / Results for peak (Area percentage 1%)
Время удержания, мин

Retention time, min
Описание сигнала 
Signal description

Ширина, мин
Width, min

Площадь
Area

Высота
Height

Площадь, %
Area, %

24.136

DAD1A, Sig = 280.4, Ref = 360.1

2.985 88.1 1.8 1.73

28.820 2.046 322.1 5.9 6.33

29.996 3.138 4674.8 88.8 91.93

Результаты для пика (Процент площади 1%) / Results for peak (Area percentage 1%)
Время удержания, мин

Retention time, min
Описание сигнала 
Signal description

Ширина, мин
Width, min

Площадь
Area

Высота
Height

Площадь, %
Area, %

25.392 DAD1A, Sig = 280.4, Ref = 360.1 1.713 366.2 9.9 100.0

Рис. 2. Хроматограмма ВЭЖХ очищенного антитела r27F3, а также процентное содержание целевого и примесных пиков.
Fig. 2. HPLC chromatogram of the purified r27F3 antibody, as well as the percentage of the target and impurity peaks.

Рис. 3. Хроматограмма ВЭЖХ очищенного антитела rCR9114, а также процентное содержание целевого и примесных пиков.
Fig. 3. HPLC chromatogram of the purified rCR9114 antibody, as well as the percentage of the target and impurity peaks.
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На рис. 5 представлены результаты вестерн-
блоттинга с рАТ r27F3, на рис. 6 – с рАТ rCR9114.

По данным иммуноблоттинга (рис. 5) анти-
тело r27F3 обладает широкой гетеросубтипиче-
ской специфичностью, взаимодействует с гем-
агглютининами вирусов гриппа А субтипов Н1,  
Н3, Н5, Н7, H9 и не взаимодействует с гем- 
агглютинином вируса гриппа А субтипа Н2 и виру- 
сами гриппа В. Полученная специфичность для  
антитела r27F3 полностью соответствует литера- 
турным данным [17]. 

Согласно данным иммуноблоттинга (рис. 6)  
антитело rCR9114 также обладает широкой 
специфичностью, взаимодействует с гемагглю-
тининами вирусов гриппа А субтипов Н1, Н5  
и H9, относящихся к подгруппе 1 [18]  
(за исключением вируса гриппа субтипа Н2) и 
вирусами гриппа В как линии Виктория, так и  
линии Ямагата, но при этом не взаимодействует  
с вирусами гриппа субтипов Н3 и Н7, относя- 
щихся к подгруппе 2 [25]. Согласно литературным  

Рис. 5. Вестерн-блот анализ Fab-специфичности 
очищенного антитела r27F3.  

М – маркер молекулярного веса;  
цифрами обозначены вирусы гриппа:  

1 – А/California/04/09 (H1N1);  
2 – A/BlackDuck/NewJersey/1580/78 (H2N3);  

3 – A/Aichi/2/68 (H3N2);  
4 – A/Duck/Pensylvania/10218/84 (H5N2);  
5 – A/Chicken/NJ/294598-12/2004 (H7N2);  

6 – B/Phuket/3073/13; 
7 – A/Swine/Hong Kong/9A-1/98 (H9N2);  

8 – B/Washington/20/2019.
Fig. 5. Western blot analysis of the Fab specificity of the 

purified r27F3 antibody. M is marker of molecular weight; 
the numbers indicate influenza viruses:  

1 – A/California/04/09 (H1N1);  
2 – A/BlackDuck/NewJersey/1580/78 (H2N3);  

3 – A/Aichi/2/68 (H3N2);  
4 – A/Duck/Pensylvania/10218/84 (H5N2);  
5 – A/Chicken/NJ/294598-12/2004 (H7N2);  

6 – B/Phuket/3073/13;  
7 – A/Swine/Hong Kong/9A-1/98 (H9N2);  

8 – B/Washington/20/2019.

Рис. 6. Вестерн-блот анализ Fab-специфичности 
очищенного антитела rCR9114:  

М – маркер молекулярного веса;  
цифрами обозначены вирусы гриппа:  

1 – А/California/04/09 (H1N1);  
2 – A/BlackDuck/NewJersey/1580/78 (H2N3);  

3 – A/Aichi/2/68 (H3N2);  
4 – A/Duck/Pensylvania/10218/84 (H5N2);  

5 – A/Chicken/Moscow/NJ294598-12/2004 (H7N2);  
6 – A/Swine/Hong Kong/9A-1/98 (H9N2);  

7 – B/Phuket/3073/13; 8 – B/Washington/20/2019.
Fig. 6. Western blot analysis of the Fab specificity of the 

purified rCR9114 antibody: M is marker of molecular 
weight; the numbers indicate influenza viruses:  

1 – A/California/04/09 (H1N1);  
2 – A/BlackDuck/NewJersey/1580/78 (H2N3);  

3 – A/Aichi/2/68 (H3N2);  
4 – A/Duck/Pensylvania/10218/84 (H5N2);  

5 – A/Chicken/Moscow/NJ294598-12/2004 (H7N2);  
6 – A/Swine/Hong Kong/9A-1/98 (H9N2);  

7 – B/Phuket/3073/13; 8 – B/Washington/20/2019.

данным, антитело CR9114 обладает способностью 
связываться с гемагглютининами вирусов 
гриппа А, относящимся к подгруппе 2, причем 
константы диссоциации Кд комплексов 
антиген-антитело (1.1–2.2) сравнимы с Кд при 
взаимодействии с гемагглютининами вирусов  
гриппа В линии Ямагата (1.3.–1.8) и меньше Кд 
вирусов гриппа В линии Виктория (1.5–4.8) [18]. 
Возможным объяснением отсутствия взаимодействия 
полученного нами антитела rCR9114 с вирусами 
гриппа, относящимися к подгруппе 2, является то, 
что данное антитело имело легкую цепь антитела 
27F3. Легкая цепь антитела 27F3 принадлежит  
к типу каппа подгруппы 3, в то время как легкая  
цепь антитела CR9114 относится к типу лямбда 
подгруппы 1. Несмотря на то, что связывание  
с антигеном для CR9114 происходит только за 
счет тяжелой цепи, легкая цепь может участвовать  
в перераспределении энергии в пределах тяжелых 
цепей, что вносит свой вклад в конформацию 
отдельных участков тяжелой цепи и взаимодей-
ствие с антигеном. Возможно, именно наличие 
легкой цепи другого антитела не позволило  
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антителу rCR9114 достаточно эффективно свя- 
заться с вирусами гриппа А, относящимися к 
подгруппе 2.

Специфичность антител r27F3 и rCR9114 
была также оценена с помощью реакции вирус-
нейтрализации. Полученные результаты пред-
ставлены в табл. 2.

Согласно литературным данным, антитело 
27F3 в реакции микронейтрализации способно 
нейтрализовать вирусы гриппа H1N1, H5N1,  
и H6N1, относящиеся к подгруппе 1, и вирусы  
гриппа H3N2, H7N9 и H10N8, относящиеся к под-
группе 2 [17]. Согласно табл. 2, антитело r27F3 
нейтрализует вирусы гриппа А из подгруппы 1 
H1N1, H5N2 и H9N2 и вирус гриппа A из  
подгруппы 2 H7N2. Не удалось детектировать 
нейтрализацию вируса гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2) 
из подгруппы 2, хотя антитело было способно  
взаимодействовать с ним по данным иммуно- 
блоттинга. 

Способность антитела rCR9114 связывать 
антигены посредством реакции вирус-нейтрализа-
ции полностью соответствует литературным дан-
ным [18]. Антитело rCR9114 нейтрализует вирусы 
гриппа А, относящиеся к подгруппе 1, нейтра- 
лизацию вирусов гриппа А из подгруппы 2 и  
вирусов гриппа В детектировать не удалось.

Таким образом было показано, что антитело 
r27F3, полученное с помощью аденовирусных  

векторов, демонстрирует способность связываться 
с вирусами гриппа А субтипов H1N1, Н3N2,  
Н5N2, Н9N2, но не демонстрирует способность 
связываться с вирусом гриппа А субтипа Н2N3  
и вирусами гриппа В, как и было описано в 
литературе [18]. 

Антитело rCR9114 также показало способ-
ность взаимодействовать с вирусами гриппа А, 
относящимися к подгруппе 1 (H1N1, H5N2, H9N2, 
но не H2N3), но не к подгруппе 2 (H3N2, H7N2),  
а кроме того, было способно связываться с вирусами 
гриппа В как линии Виктория, так и линии Ямагата. 
Возможно, замена собственной легкой цепи  
антитела rCR9114 на легкую цепь антитела r27F3 
повлияло на функциональную активность антитела 
и послужила причиной потери способности 
связываться с вирусами гриппа А, относящимися к 
подгруппе 2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами были получены рекомбинантные 
аденовирусы человека пятого серотипа, несущие 
гены тяжелых цепей противогриппозных 
антител 27F3 и CR9114, а также рекомбинант-
ный аденовирус человека, несущий ген легкой 
цепи антитела 27F3. Были отработаны условия 
заражения суспензионной линии клеток HEK293 

Таблица 2. Результаты реакции вирус-нейтрализации антител r27F3 и rCR9114 с вирусами гриппа А и В.  
Н.Д. – вирус-нейтрализация не детектируется
Table 2. Results of the virus neutralization assay of r27F3 and rCR9114 antibodies with influenza A and B viruses.  
N.D. – neutralization is not detected

Вирус гриппа
Influenza virus

ИК50 (мкг/мл)
IK50 (µg/mL)

r27F3 rCR9114

А/California/04/09 (H1N1) 2.8 5.6

A/Aichi/2/68 (H3N2) Н.Д.
N.D.

Н.Д.
N.D.

A/Duck/Pensylvania/10218/84 (H5N2) 1.4 1.4

A/Chicken/Moscow/NJ294598-12/2004 
(H7N2) 11.2 Н.Д.

N.D.

A/Swine/Hong Kong/9A-1/98 (H9N2) 2.8 2.8

B/Phuket/3073/13 Н.Д.
N.D.

Н.Д.
N.D.

B/Washington/20/2019 Н.Д.
N.D.

Н.Д.
N.D.
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полученными рекомбинантными аденовирусами и 
показано, что оптимальными условиями для полу- 
чения максимального выхода антитела являются 
доза каждого рАд5, несущих гены тяжелой и  
легкой цепи рАТ, 200 БОЕ/клетку, и совместная 
инкубация вирусов и клеток в течение 3 суток  
до наступления 50–60% ЦПД (табл. 1). Получен- 
ные в результате трансдукции клеточной суспен- 
зии аденовирусами рАТ были очищены из  
культуральной жидкости с помощью хромато-
графического метода, выход рАТ составил 12 мг  
из 4 л культуральной жидкости для r27F3 и 10 мг  
для rCR9114. рАТ полностью соответствовали 
нативным по молекулярной массе (рис. 4)  
и были способны реагировать со вторичными 
антителами к Fc-фрагменту IgG человека. 
Функциональная активность полученных рАТ  
была оценена с помощью вестерн-блоттинга  
и реакции вирус-нейтрализации с использованием 
вирусов гриппа А и В различных субтипов. Функ- 
циональная активность антитела r27F3 соответ-
ствовала функциональной активности нативного 
антитела 27F3, тогда как антитело rCR9114  
потеряло способность взаимодействовать с 
вирусами гриппа А, относящимися к подгруппе 2  
(H3N2 и H7N2), что возможно связано с заменой  
легкой цепи антитела CR9114 на легкую цепь 
антитела 27F3. 

Таким образом, с помощью описываемой 
нами технологии были получены в препаратив- 
ных количествах и очищены два противогрип-
позных антитела широкого спектра действия. 
Данную технологию можно использовать для 
получения очищенных препаратов человеческих 
рАТ в случаях, когда гликозилирование антитела 
является принципиальным моментом. 
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Определение возможных микроРНК-маркеров злоупотребления 
препаратами кобальта методом ПЦР в реальном времени  
с использованием панелей сигнального пути гипоксии
П.В. Постников1,, Ф.В. Радус2, Ю.А. Ефимова2, И.В. Пронина1,3
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Аннотация 

Цели. Кобальт имитирует состояние гипоксии, препятствуя деградации альфа- 
субъединицы гипоксия-индуцируемого фактора, что приводит к увеличению  
кислородной емкости крови и может использоваться спортсменами в качестве  
допинга для получения конкурентных преимуществ. На сегодняшний момент для опре-
деления общего кобальта в организме используют прямые методы масс-спектро- 
метрии с индуктивно связанной плазмой, жидкостной хроматографии- 
тандемной масс-спектрометрии, однако Всемирным антидопинговым агентством не уста-
новлена максимально допустимая пороговая концентрация этого элемента в био- 
жидкостях. Отсутствие четких критериев идентификации осложняет интерпре-
тацию полученных результатов. В связи с этим, в данной статье впервые предлага- 
ется подход по косвенному определению возможных злоупотреблений кобальтом для  
целей допинг-контроля, основанный на изменении уровней экспрессии микроРНК,  
задействованных в регуляции сигнального пути гипоксии. Цель исследования заключалась 
в поиске возможных микроРНК-маркеров, экспрессия которых не зависит от гипоксии,  
вызванной физическими нагрузками, но заметно изменяется при приеме препаратов  
кобальта.

УДК 543.9

https://doi.org/10.32362/2410-6593-2023-18-1-65-74

65
© Постников П.В., Радус Ф.В., Ефимова Ю.А., Пронина И.В., 2023

ISSN 2410-6593 (Print), ISSN 2686-7575 (Online)

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2023;18(1):65–74

НАУЧНАЯ СТАТЬЯ

mailto:drpavelpostnikov@gmail.com
https://doi.org/10.32362/2410-6593-2023-18-1-65-74


Определение возможных микроРНК-маркеров злоупотребления препаратами кобальта ...

66

Tonkie Khimicheskie Tekhnologii = Fine Chemical Technologies. 2023;18(1):65–74

Методы. Выделение микроРНК из образцов плазмы крови проводили при помощи  
набора PAXgene Blood miRNA Kit. Количественную полимеразную цепную реакцию в 
реальном времени проводили на амплификаторе CFX96 Bio-Rad (США) с помощью  
наборов miScript® SYBR® Green PCR Kit и панелей для исследования профилей экспрессии 
зрелых микроРНК сигнального пути гипоксии Hypoxia Signaling Pathway miScript® miRNA 
PCR Array.
Результаты. На основании статистического анализа данных было установлено, 
что экспрессия hsa-miR-15b-5p в плазме крови испытуемых не зависит от физической  
нагрузки, но возрастает при приеме препаратов кобальта.
Выводы. Разница в уровнях экспрессии при гипоксии, вызванной анаэробной физической 
нагрузкой, и имитацией гипоксии за счет применения кобальта делает hsa-miR-15b-5p 
потенциальным претендентом на роль маркера злоупотребления данным эритропоэз- 
стимулирующим агентом.

Ключевые слова: кобальт, qPCR-RT, микроРНК, допинг-контроль, стимуляторы  
эритропоэза

Для цитирования: Постников П.В., Радус Ф.В., Ефимова Ю.А., Пронина И.В. Определение возможных  
микроРНК-маркеров злоупотребления препаратами кобальта методом ПЦР в реальном времени с использованием  
панелей сигнального пути гипоксии. Тонкие химические технологии. 2023;18(1):65–74. https://doi.org/10.32362/2410-6593-
2023-18-1-65-74 

Determination of possible microRNA-markers of cobalt abuse 
by real-time qPCR using hypoxia signaling pathway panels
Pavel V. Postnikov1,, Fedor V. Radus2, Yulia A. Efimova2, Irina V. Pronina1,3
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(NADL MSU), Moscow, 105005 Russia
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Moscow, 119571 Russia
3Institute of General Pathology and Pathophysiology, Moscow, 125315 Russia
Corresponding author, e-mail: drpavelpostnikov@gmail.com

Abstract 

Objectives. Cobalt mimics the state of hypoxia to prevent degradation of the alpha subunit of 
hypoxia-inducible factor, resulting in an increase in blood oxygen capacity and endurance. Athletes 
can use this property to gain competitive advantage. Nowadays, direct methods of inductively 
coupled plasma mass spectrometry and liquid chromatography-tandem mass spectrometry are 
used to determine total cobalt levels in the body. However, the World Anti-Doping Agency is yet 
to establish a maximum allowable threshold concentration of this element in biofluids. The lack of 
clear identification criteria complicates the interpretation of the obtained results for the purposes 
of doping control. In this regard, the present work proposes a new approach for the indirect 
determination of possible cobalt abuse based on changes in the expression levels of miRNAs 
involved in the regulation of hypoxia signaling pathways. Here, the aim is to identify possible 
microRNA markers whose expression does not depend on exercise-induced hypoxia, but changes 
markedly when taking cobalt preparations.
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Methods. MicroRNA isolation was performed from blood plasma samples using the PAXgene 
Blood miRNA Kit. Quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) was performed on 
CFX96 Bio-Rad (USA) analyzer using miScript® SYBR® Green PCR Kits and panels for studying 
the expression profiles of mature microRNAs of the hypoxia signaling pathway miScript® miRNA 
PCR Array.
Results. Based on the statistical analysis of the data, it was found that the expression of  
hsa-miR-15b-5p in the blood plasma of the subjects does not depend on physical activity, but 
increases when taking cobalt preparations.
Conclusions. The difference in expression levels during anaerobic exercise-induced hypoxia 
and cobalt-induced hypoxia makes hsa-miR-15b-5p a potential candidate to be a marker of 
erythropoiesis-stimulating agent abuse.

Кeywords: cobalt, qPCR-RT, microRNA, doping control, erythropoiesis stimulants

For citation: Postnikov P.V., Radus F.V., Efimova Yu.A., Pronina I.V. Determination of possible microRNA-markers 
of cobalt abuse by real-time qPCR using hypoxia signaling pathway panels. Tonk. Khim. Tekhnol. = Fine Chem. Technol. 
2023;18(1):65–74 (Russ., Eng.). https://doi.org/10.32362/2410-6593-2023-18-1-65-75

ВВЕДЕНИЕ

Соединения кобальта(II) до 80-х гг. XX века  
часто использовались для лечения различных  
форм анемий [1–3]. Механизм их действия связан с 
активацией транскрипционного фактора, индуци- 
руемого гипоксией (англ. hypoxia-inducible factor 
(HIF)), приводящего к увеличению экспрессии  
гена эритропоэтина, ключевого регулятора выра-
ботки красных кровяных клеток – эритроцитов 
и увеличению кислородной емкости крови [4–6].  
Однако при более детальном изучении возникаю- 
щих вследствие приема больших доз кобальта  
серьезных побочных эффектов – острых отрав-
лений, нарушений сердечного ритма, психиче-
ских расстройств, а также стимуляции канцеро-
генеза [7–10], их использование для клинических  
целей прекратилось, им на смену пришли препа- 
раты рекомбинантных эпоэтинов [11]. Несмотря  
на это, профессиональные спортсмены исполь- 
зуют различные биодобавки, содержащие кобальт,  
и даже суспензию хлорида кобальта(II) для  
повышения толерантности к физической нагруз-
ке и аэробной выносливости, что может давать  

конкурентные преимущества. Кобальт включен 
в Запрещенный список1 Всемирного антидопин- 
гового агентства (ВАДА) и относится к «актива- 
торам гипоксия-индуцируемого фактора» в соответ-
ствии со статьей S2 «Пептидные гормоны, факторы 
роста, подобные субстанции и миметики».

По состоянию на сегодняшний день лишь не-
многие антидопинговые лаборатории используют 
прямые методы определения кобальта: масс-спектро- 
метрию с индуктивно связанной плазмой (ИСП-МС) 
[12–15], жидкостную хроматографию c тандем-
ной масс-спектрометрией [16, 17] или их комби-
нацию, а большинство и вовсе не включили эти 
подходы в свой методологический арсенал, что 
приводит к возникновению проблемы выявления 
факта злоупотребления солями этого элемента в  
качестве допингового агента. Помимо этого,  
ВАДА до сих пор не установило максимально  
допустимую пороговую концентрацию этого  

1 WADA Prohibited List 2022. URL: https://www.wada-
ama.org/sites/default/files/resources/files/2022list_final_
en.pdf. Дата обращения 10.11.2022. / Accessed November 
10, 2022.

https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/2022list_final_en.pdf
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/2022list_final_en.pdf
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/2022list_final_en.pdf
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элемента в биожидкостях и какие-либо критерии иден-
тификации, что осложняет интепретацию получен- 
ных результатов. В ряде работ [15, 18, 19] использо-
ван подход, основанный на сравнении соотношения  
уровня витамина В12 – источника кобальта, присут-
ствующего в организме в естественном состоянии,  
измеренного иммунохимически, и концентрации 
общего кобальта, измеренной методом ИСП-МС. 
Несмотря на то, что данный подход действительно 
перспективен и может косвенно выявить наличие 
солей кобальта в организме, он довольно трудо- 
емок для широких скрининговых исследований.  
Кроме того, несколько научных статей посвяще-
ны изучению эритропоэтических эффектов при  
приеме низких доз неорганического кобальта [4, 20]. 
Программа гематологического модуля биоло- 
гического паспорта спортсмена (БПС)2 позволяет  
косвенно определить возможные манипуляции  
с кровью и факт приема некоторых эритропоэз- 
стимулирующих агентов (ЭСА) за счет резкого  
увеличения концентрации гемоглобина, падения  
процентного содержания ретикулоцитов и ана-
лиза ряда других параметров. Однако устано- 
вить, являются ли изменения в крови результатом 
высотных тренировок спортсменов или след- 
ствием приема запрещенных препаратов, не  
представляется возможным. 

В связи с вышеперечисленным, существует 
необходимость разработки нового аналитического 
подхода косвенного определения злоупот- 
ребления солями кобальта, основанного на изме- 
нении профилей экспрессии микроРНК как  
следствия приема препаратов, содержащих кобальт. 
Такие изменения профилей малых некодирую- 
щих РНК крови могут выступать в качестве  
более ранних высокочувствительных маркеров  
ответа на физиологический или патологический  
стимул, чем биохимические [21–24].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы для исследования

Для исследования брали образцы плазмы  
крови добровольцев (n = 10), ведущих активный  
образ жизни, в возрасте 22–35 лет (контроль- 
ная группа), плазмы крови спортсменов, высту- 
пающих в дисциплине «спортивная ходьба»  
(группа 1), плазмы крови тех же добровольцев  
после приема биодобавки «Кобальт DS®»  

(Dr. Skalny, Россия) (группа 2) в течение 20 суток  
в количестве в 4 раза превышающей рекоменду- 
емую дозировку (1 таблетка — 200 мкг аспараги-
ната кобальта) после приема пищи. Для получения  
плазмы образцы венозной крови, взятой натощак, 
центрифугировали 10 мин при температуре 20 °C 
со скоростью 1500 об/мин на центрифуге Rotixa 
50 RS (Hettich Zentrifugen, Германия). Весь объем 
плазмы отбирали и замораживали при −20 °C до 
исследований.

Добровольцы были проинформированы о це-
лях эксперимента, от них было получено письмен- 
ное согласие на использование их биологическо-
го материала в научных целях, исследование не  
противоречит Хельсинкской декларации3 и одоб- 
рено локальным комитетом по этике Московского 
научно-практического центра медицинской реа- 
билитации, восстановительной и спортивной меди- 
цины Департамента здравоохранения г. Москвы. 
Образцы плазмы крови спортсменов отбирали  
согласно пункту 5.3.12.2 Международного Стан- 
дарта для Лабораторий4 и пункту 6.3 Всемирного  
антидопингового кодекса из архива лаборатории. 
Образцы крови добровольцев отбирали по правилам 
сбора образцов по программе БПС в вакуумные 
пробирки BD Vacutainer® PlusЭДТА (K2EDTA) 
(Becton Dickinson, США) для гематологических 
исследований.

 Выделение микроРНК из образцов  
плазмы крови

МикроРНК выделяли из 2 мл плазмы при  
помощи набора PAXgene Blood miRNA Kit 
(PreAnalytiX, Швейцария) по протоколу произво-
дителя с некоторыми модификациями. Внесе-
ние в стандартную методику изменений было 
необходимо в связи с тем, что кровь собирали  
не в специализированные пробирки PAXgene 
(QIAGEN, Германия), а в пробирки BD Vacutainer® 
Plus (Becton Dickinson, США). Использовались  
следующие модификации: 2 мл плазмы смеши-
вали с 2 мл денатурирующего буферного раствора 
(2.7 М тиоцианата гуанидина, 1.3 М тиоцианата 
аммония, 100 мМ ацетата натрия, 5 мМ ЭДТА,  
рН 4.0), инкубировали при температуре 20–25 °C  
20 мин, центрифугировали 10 мин при 14000g, оса-

2 WADA Athlete biological passport operating  
guidelines. URL: https://www.wada-ama.org/sites/default/
files/resources/files/guidelines_abp_v8_final.pdf. Дата обра-
щения 15.11.2022. / Accessed November 15, 2022.

3 Declaration of Helsinki of the World Medical  
Association. URL: https://www.wma.net/policies-post/
wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-
research-involving-human-subjects/. Дата обращения 
15.11.2022. / Accessed November 15, 2022.

4 International Standard for Laboratories URL: https://
www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/
isl_2021.pdf. Дата обращения 15.11.2022. / Accessed 
November 15, 2022.

https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/guidelines_abp_v8_final.pdf
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/guidelines_abp_v8_final.pdf
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/isl_2021.pdf
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/isl_2021.pdf
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/isl_2021.pdf
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док промывали дважды, используя 2 мл деиони-
зованной воды. После второй промывки осадок 
растворяли в 350 мкл буферного раствора ВМ1 
из указанного выше набора, далее выделение 
микроРНК вели по протоколу производителя, 
смывали микроРНК с колонок двумя объемами  
по 40 мкл деионизованной воды.

Измерение концентрации микроРНК прово- 
дили с использованием флуориметра Fluo 100 
(Hangzhou Allsheng Instruments, Китай) согласно 
инструкции. Выделенную микроРНК хранили  
при температуре −20 °C для дальнейшего 
использования.

Проведение обратной транскрипции  
и количественной полимеразной цепной 

реакции (ПЦР)

Реакцию обратной транскрипции проводили 
при помощи набора miScript® II RT Kit (QIAGEN, 
Германия) с использованием буферного раствора 
5×miScript HiSpec Buffer по протоколу производи-
теля на приборе C1000 Touch Thermal Cycler  
(Bio-Rad, США), для реакции брали 200 нг  
микроРНК, конечный объем реакционной смеси 
20 мкл. Полученную кДНК хранили при −20 °C. 
Перед постановкой количественной ПЦР кДНК 
разводили добавлением 200 мкл деионизованной 
воды. Количественную ПЦР с детекцией в реаль- 
ном времени проводили на ДНК-амплификаторе 
CFX96 (Bio-Rad, США) с помощью наборов  
miScript® SYBR® Green PCR Kit (QIAGEN,  
Германия) и панелей для исследования профилей 
экспрессии зрелых микроРНК сигнального пути 
гипоксии Hypoxia Signaling Pathway miScript®  
miRNA PCR Array (QIAGEN, Германия). Про- 
грамма ПЦР: инициация 95 °C, 15 мин, 40 циклов 
(94 °C – 15 с, 55 °C – 30 с, 70 °C – 30 с). Контроли 
прохождения обратной транскрипции и ПЦР,  
а также референсные гены включены в состав панели. 

Статистическая обработка результатов 

Статистическую обработку результатов прово-
дили при помощи программного обеспечения  
CFX Maestro Software (Bio-Rad, США) и онлайн 
программного обеспечения GeneGlobe (QIAGEN, 
Германия). Данные проведенных экспериментов 
объединяли в одно исследование. В работе опре-
деляли нормализованную экспрессию микроРНК 
(ΔCt), нормализацию проводили на референсные 
РНК, содержащиеся в использованной панели 
Hypoxia Signaling Pathway miScript® miRNA PCR 
Array (QIAGEN, Германия). По коэффициентам  
вариации (CV) и значениям среднего геометриче- 
ского (M-Value) в качестве референсных были 

выбраны SNORD68 (CV 0.3690, M 0.8174), 
SNORD95 (CV 0.0282, M 0.5652), SNORD96a  
(CV 0.3951, M 0.8783) со средними величинами 
стабильности CV 0.2641 и M 0.7537, т.к. для  
гетерогенных образцов рекомендуется исполь-
зовать референсные РНК с CV < 0.5 и M < 1.0.  
При расчете относительной нормализованной  
экспрессии микроРНК (ΔΔCt) использовались 
усредненные значения ΔCt опытной группы  
против контрольной группы. Значимыми призна-
вались величины ΔΔCt < 2−2 и 22 < ΔΔCt (p < 0.01).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

ЭСА чаще применяются в видах спорта, 
ориентированных на продолжительные физиче- 
ские нагрузки и длинные дистанции (легкая атле- 
тика, велошоссе, спортивная ходьба, биатлон и др.), 
для улучшения снабжения органов и тканей орга-
низма кислородом, и увеличения выносливости. 
Однако, следует учитывать, что у атлетов развива-
ется вызванное физической нагрузкой состояние 
гипоксии, которое само по себе способствует 
активации HIF и запуску процесса эритропоэза.  
Поэтому обнаружение разницы в маркерах сиг-
нального пути гипоксии при анаэробной физиче-
ской нагрузке и при применении запрещенного 
ВАДА кобальта для современного допинг-контроля 
весьма актуально.

В большей части исследованных образцов 
экспрессия микроРНК изменялась незначительно 
или достоверность полученных данных была  
ниже p = 0.01. На рис. 1 представлено сравнение  
уровней экспрессии циркулирующих в плазме  
микроРНК сигнального пути гипоксии в экспери- 
ментальных группах 1 (спортсмены) и 2 (добро-
вольцы, принимающие биологически активную 
добавку (БАД) «Кобальт DS®»).

По оси абсцисс отложен логарифм (Log 2)  
отношения уровня экспрессии микроРНК в  
группе 2 к уровню экспрессии той же микроРНК в 
группе 1. Сплошная вертикальная линия соответ-
ствует отсутствию изменения уровня экспрессии, 
пунктирные вертикальные линии соответствуют 
снижению или увеличению уровня экспрессии в 
группе 2 по сравнению с группой 1 в 4 раза.

По оси ординат отложен отрицательный 
логарифм (−Log 10) значения p (p-value), отражаю-
щий значимость полученных результатов. Сплош- 
ная горизонтальная линия соответствует p = 0.01. 
Таким образом, изменения уровня экспрессии, 
отраженные на данном графике над сплошной 
горизонтальной линией, являются статистически 
значимыми, а отраженные под ней – не обладают 
статистической значимостью.
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На основании анализа данных по уровням 
циркулирующих в плазме микроРНК в трех 
исследованных группах были отобраны девять 
микроРНК, экспрессия которых стабильно опре-
деляется во всех образцах и изменяется в условиях 
гипоксии, как вызванной аэробными нагрузками,  
так и вызванной приемом БАД, содержащей  
кобальт (табл.). К ним относятся miR-135a-5p,  
miR-15b-5p, miR-199b-5p, miR-200b-3p, miR-203a-3p,  
miR-204-5p, miR-26a-5p, miR-449a, miR-504-5p  
(рис. 2). 

На рис. 2 видно, что семь (miR-135a-5p,  
miR-199b-5p, miR-200b-3p, miR-203a-3p, miR-204-5p,  
miR-449a, miR-504-5p) из девяти выбранных 
микроРНК у спортсменов экспрессируются на 
более высоком уровне, чем у добровольцев, не 
занимающихся спортом. После приема «Кобальт DS®»  
уровень их экспрессии также повышен, но 
значительно ниже, чем у спортсменов.

С нашей точки зрения, использование дан- 
ных семи микроРНК в качестве маркеров приме- 
нения ЭСА будет практически затруднено. Это  
возможно только при отслеживании уровней их 
экспрессии во времени подобно программе 
гематологического модуля БПС. Уровень miR-26a-5p 
между группами меняется незначительно.

Специалистам в области спортивной меди- 
цины, непосредственно работающим со спорт-
сменами, также возможно будут интересны  
hsa-miR-135a-5p и hsa-miR-203a-3p. Уровень дан-
ных микроРНК в плазме крови спортсменов в 
11.2 (hsa-miR-135a-5p) и 17.1 (hsa-miR-203a-3p) 
раз выше у спортсменов, чем у добровольцев 
(табл.). Сравнение уровней данных микроРНК  
у спортсменов с различным уровнем подготовки  
и/или у спортсменов разных видов спорта позво- 
лило бы предположить возможность их исполь-
зования как маркеров физической подготовки в 
целом или маркеров устойчивости к анаэробным 
нагрузкам, в частности. С научной точки зрения, 
интересно определить, является ли высокий уровень 
данных микроРНК генетически обусловленным. 
Исследования Guo с соавторами [25] показали, что 
has-miR-135a-5p снижает число апоптотических 
клеток миокарда и воспаление после инфаркта 
миокарда за счет ингибирования экспрессии  
белков воспаления: TNF-α, IL-1β и IL-6. Также  

Рис. 1. Сравнение уровней экспрессии циркулирующих 
в плазме микроРНК сигнального пути гипоксии в 

экспериментальных группах 1 (спортсмены)  
и 2 (добровольцы, принимающие БАД «Кобальт DS®»).

Fig. 1. Comparison of expression levels of microRNAs  
of the hypoxia signaling pathway circulating  
in plasma in experimental groups 1 (athletes)  

and 2 (volunteers taking dietary supplements Cobalt DS®).

Рис. 2. Линейная диаграмма, отражающая 
изменение экспрессии выбранных циркулирующих 
микроРНК в различных группах. Исходя из данных, 

представленных на рисунке видно, что в группе 2 
наблюдается увеличение экспрессии всех микроРНК, 

кроме miR-15b-5p, чья экспрессия остается неизменной, 
но при приеме БАД «Кобальт DS®» она увеличивается.

Fig. 2. Line diagram showing changes in the expression  
of selected circulating miRNAs in different groups.  

Based on the data presented in the figure, it can be seen 
that in group 2, there is an increase in the expression  

of all miRNAs, except for miR-15b-5p, whose expression  
remains unchanged, but when taking dietary  

supplements Cobalt DS®, it increases.



П.В. Постников, Ф.В. Радус, Ю.А. Ефимова, И.В. Пронина

71

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2023;18(1):65–74

hsa-miR-135a-5p напрямую взаимодействует с инги- 
битором гипоксией индуцируемого фактора 1 альфа 
(HIF1AN), снижая его экспрессию и, таким образом, 
косвенно повышая экспрессию генов, ответ- 
ственных за процессы остеогенеза [26]. Путем  
скрининга онлайн-баз данных в работе [27] пред-
сказали и затем доказали экспериментально, что 
has-miR-135a-5p потенциально может участвовать  
в регуляции TRPC1 белков (кальциевых каналов 

транзиторного рецепторного потенциала (TRPC)). 
TRPC1 является дифференциальным регулятором 
событий, опосредованных гипоксией. Блокирова-
ние TRPC1 уменьшает индуцированную гипоксией 
аутофагию, что способствует выживанию клеток  
в условиях гипоксии. Hsa-miR-203a-3p по дан-
ным [28] препятствует развитию ишемического  
инсульта за счет подавления апоптоза, окислитель-
ного стресса и воспаления. 

Таблица. Отношение уровней экспрессии циркулирующих микроРНК в группе 2 (добровольцы, принимающие БАД 
«Кобальт DS®») к таковому в группе 1 (спортсмены), усредненные данные по группам
Table. The ratio of expression levels of circulating miRNAs in group 2 (volunteers taking dietary supplements Cobalt DS®) 
to that in group 1 (athletes), group averages

Номер 
ячейки 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

A

hsa- 
let- 

7a-5p
3.38

hsa- 
let- 

7b-5p
2.02

hsa- 
let- 

7c-5p
2.59

hsa- 
let- 

7d-5p
3.86

hsa- 
let- 

7e-5p
3.24

hsa- 
let- 

7f-5p
3.69

hsa- 
let- 

7g-5p
3.09

A

hsa- 
let- 

7i-5p
1.50

hsa-
miR-

101-3p
-2.48

hsa- 
miR-

103a-3p
-1.06

B

hsa- 
miR- 
107

-5.16

hsa- 
miR- 

10b-5p
-3.47

B

B

hsa-
miR-

122-5p
-3.16

hsa-
miR-

125a-5p
1.97

B

hsa-
miR-

125b-5p
-1.81

hsa-
miR-

130a-3p
1.74

hsa-
miR-

130b-3p
1.84

hsa-
miR-

135a-5p
-11.16

hsa-
miR-

138-5p
-2.18

В

hsa- 
miR-

141-3p
-2.18

В

hsa-
miR-

146a-5p
-1.17

B

hsa- 
miR-

146b-5p
1.01

B

hsa- 
miR-

148a-3p
-1.11

B

hsa- 
miR-

148b-3p
-1.63

B

C

hsa-
miR-

150-5p
1.28

hsa-
miR-

155-5p
1.14

B

hsa-
miR-

15a-5p
-2.80

hsa-
miR-

15b-5p
6.89

hsa-
miR-
16-5p
1.41

hsa-
miR-
17-5p
1.94

B

hsa-
miR-

181a-5p
-1.80

B

hsa- 
miR-

181b-5p
3.50

hsa-
miR-

181c-5p
-3.18

hsa- 
miR- 
184

-2.82

hsa- 
miR- 

186-5p
-1.76

hsa- 
miR- 

188-5p
-2.48

D

hsa-
miR-

191-5p
3.86

A

hsa-
miR-

192-5p
1.62

B

hsa-
miR-

195-5p
1.68

hsa-
miR-

199a-5p
1.18

B

hsa-
miR-

199b-5p
-6.19

hsa-
miR-

19a-3p
-2.40

B

hsa-
miR-

200a-3p
-3.84

hsa- 
miR-

200b-3p
-6.87

hsa-
miR-

203a-3p
-17.09

hsa- 
miR- 

204-5p
-6.07

hsa- 
miR- 

205-5p
-3.73

hsa- 
miR- 

20a-5p
2.29

B

E

hsa-
miR-

20b-5p
-1.76

hsa-
miR-

210-3p
-1.50

B

hsa-
miR-

215-5p
-2.69

hsa-
miR-
21-5p
1.52

hsa-
miR-

221-3p
-1.04

B

hsa-
miR-
22-3p
-3.03

hsa-
miR-

224-5p
-2.15

hsa- 
miR- 

23a-3p
3.12

A

hsa-
miR-

23b-3p
1.34

B

hsa- 
miR- 
24-3p
-1.04

B

hsa- 
miR- 

26a-5p
5.23

A

hsa- 
miR- 

26b-5p
3.25

A

F

hsa-
miR-

27a-3p
-1.40

hsa-
miR-

29b-3p
1.73

B

hsa-
miR-

30b-5p
-3.45

hsa-
miR-

30e-5p
-1.60

B

hsa-
miR-
31-5p
-3.82

hsa-
miR-
320a
1.62

hsa-
miR-

324-5p
1.02

B

hsa- 
miR-

331-3p
-1.09

B

hsa-
miR-

335-5p
-2.70

hsa- 
miR- 

34a-5p
-1.96

hsa- 
miR-

378a-3p
-1.69

hsa- 
miR- 
429

-12.29

G

hsa-
miR-
449a
-5.90

hsa-
miR-
451a
1.79

hsa-
miR-

491-5p
-2.35

hsa-
miR-

504-5p
-8.79

hsa-
miR-7-

5p
2.26

hsa-
miR-

877-3p
-3.69

hsa-
miR-

92a-3p
1.92

hsa-
miR-
935

-2.91

hsa-
miR-
93-5p
3.20

A

hsa-
miR- 
9-5p
-2.20

B

hsa- 
miR- 
98-5p
-1.02

B

hsa- 
miR- 

99a-5p
-3.94

Примечание: A – экспрессия данной микроРНК крайне вариабельна среди индивидуумов не зависимо от того,  
к какой группе они относятся. Скорее всего данную микроРНК нельзя будет использовать в качестве биологического  
маркера применения запрещенных веществ; B – экспрессия данной микроРНК относительно низка как в контрольных, 
так и в экспериментальных образцах. В некоторых образцах данная микроРНК не обнаружена вовсе. Таким образом,  
возможность использования данной микроРНК в качестве маркера применения ЭСА также маловероятна.

Note: A – the expression of this microRNA is highly variable among individuals, regardless of which group they belong to. 
Most likely, this microRNA cannot be used as a biological marker for the use of prohibited substances; B – the expression of this 
miRNA is relatively low in both control and experimental samples. In some samples, this miRNA was not detected at all. Thus, the 
possibility of using this microRNA as a marker for the use of ESA is also unlikely.
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Наиболее интересной из 84 исследованных 
микроРНК нам представляется hsa-miR-15b-5p,  
т.к. ее экспрессия у спортсменов (группа 1) оста-
ется неизменной, как и у добровольцев контроль- 
ной группы, а после приема «Кобальт DS®»  
ее экспрессия заметно выше (группа 2). Ранее  
hsa-miR-15b-5p уже исследовалась в связи с поиском 
маркеров устойчивости к «горной болезни», вызы-
вающей отек легких и отек мозга в условиях 
гипоксии на высотах более 2500 м над уровнем  
моря [29]. Испытуемые с более высоким началь- 
ным уровнем hsa-miR-15b-5p легче переносили  
условия гипоксии, признаков развития «горной  
болезни» у них не наблюдалось.

Обнаруженная нами явная разница в уровнях 
экспрессии при гипоксии, вызванной анаэробной 
физической нагрузкой, и имитацией гипоксии  
за счет применения препарата кобальта делает  
hsa-miR-15b-5p потенциальным претендентом на 
роль маркера злоупотребления ЭСА. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе проведенных пилотных исследований 
по сравнению уровней циркулирующих микроРНК 
плазмы крови добровольцев, профессиональных 
спортсменов, задействованных в видах спорта, 
ориентированных на выносливость, и тех же 
добровольцев после приема биодобавки, содержащей 
кобальт, были отобраны микроРНК-кандидаты, экс-
прессия которых стабильно определялась во всех 
образцах и изменялась в условиях гипоксии, как 
вызванной аэробными нагрузками, так и вызван-
ной приемом БАД. Особый интерес, в качестве 
возможного потенциального маркера косвенного 
определения активаторов HIF, представляет  
hsa-miR-15b-5p, экспрессия которой заметно возрас-
тает после 20-дневного применения «Кобальт DS®»,  
но остается неизменной при длительной физической 
нагрузке. Для уточнения полученных данных 

требуется расширение выборки исследуемых 
образцов. Ввиду отсутствия установленного ВАДА 
порогового значения для прямого определения 
концентрации общего кобальта в плазме и моче,  
поиск новых маркеров злоупотребления допингом 
ЭСА имеет несомненную практическую значимость 
для целей допинг-контроля, так как они могут 
выступать в качестве дополнительного доказа-
тельства приема запрещенных миметиков гипоксии.
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